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1.1 Asthma bronchiale  
Asthma bronchiale ist eine heterogene Erkrankung, die für gewöhnlich durch eine 
chronische Entzündung der Atemwege und bronchiale Hyperreagibilität charakterisiert 
ist und durch – in Zeit und Intensität variable – respiratorische Symptome wie Giemen, 
Atemnot, Brustenge und Husten bei wechselnder Atemwegsobstruktion mit 
vermindertem Atemfluss definiert wird (Global Initiative for Asthma 2017). 
1.1.1 Epidemiologie 
In der zweiten Hälfte des 20. Jahrhunderts konnte weltweit ein Anstieg der Prävalenz 
asthmatischer Erkrankungen beobachtet werden (Eder et al. 2006). Momentan sind 
schätzungsweise 300 Millionen Menschen, nach anderen Quellen 4,5 Prozent der 
Weltbevölkerung, betroffen (Masoli et al. 2004; To et al. 2012). Zum jetzigen Zeitpunkt 
hat sich die Prävalenz in Deutschland bei 14 Prozent betroffener Kinder und 5-6 Prozent 
betroffener Erwachsener stabilisiert und ist seit Anfang der 1990er Jahre unverändert 
geblieben (Becker et al. 2012; Zöllner et al. 2005). Insgesamt scheint die Asthma-
Prävalenz in Ländern mit hohen Erkrankungsraten ein Plateau erreicht zu haben, in 
Ländern mit seltenerem Auftreten aber an Bedeutung zu gewinnen und dadurch im 
Laufe der nächsten Jahre überall ähnlich hohe Werte zu erreichen (Pearce et al. 2007; 
Anderson et al. 2007b). Für diese Entwicklungen konnte bislang keine sichere 
Erklärung gefunden werden. Es wird ein Zusammenspiel von Veränderungen vieler 
verschiedener Faktoren, wie Essgewohnheiten, Wohnumständen, Hygienestandards, 
mikrobiellen Kontakten, Infektionen in der Kindheit und Kontakt mit Schadstoffen oder 
Allergenen aus der Umwelt diskutiert und untersucht (Zöllner et al. 2005). Mittels der 
hohen Prävalenz bedingt Asthma enorme sozioökonomische Kosten, insbesondere 
direkt durch Krankenhausaufenthalte und Medikation, jedoch auch indirekt durch 
krankheitsbedingte Produktivitätsausfälle (Bahadori et al. 2009). 
1.1.2 Klinisches Bild 
Je nach Ausprägungsform der Erkrankung werden die typischen Symptome durch 
Anstrengung, Allergen- oder Reizstoff-Kontakt, Wetterveränderungen und/oder virale 
Atemwegsinfektionen hervorgerufen. Einem Anfall können verschiedene Prodromi wie 
vermehrter Juckreiz oder ein ungenaues Angstgefühl vorausgehen. Typisch im akuten 
Anfall sind Dyspnoe, Husten und Giemen bei Inspiration und Exspiration. Oft 
verstärken sich die Symptome in der Nacht und sind morgens besonders stark. Bei 




vor. Typisch für Asthma sind zudem zeitliche Schwankungen in der Schwere der 
Symptomatik und plötzliche Verschlechterungen, sogenannte Exazerbationen mit 
besonders starken Beschwerden. Dann kann die Atmung so schwerfallen, dass Angst 
entsteht, die Patienten vermehrt die Atemhilfsmuskulatur einsetzen müssen und 
Tachypnoe entwickeln. Sie produzieren vermehrt zähen Schleim und haben Probleme 
diesen abzuhusten. Da die Obstruktion normalerweise vor allem die Ausatmung 
beeinträchtigt, kommt es bei schweren Asthmaanfällen oft zu einer Überblähung der 
Lungen. Als Maximalform kann bei einer starken Exazerbation ein Status asthmaticus 
auftreten. Diese Situation ist lebensbedrohlich, da die Obstruktion so stark ist, dass nicht 
mehr genug Sauerstoff aufgenommen werden kann und gleichzeitig die gewohnte 
Therapie nicht mehr anspricht (Becker et al. 2012; Global Initiative for Asthma 2017). 
1.1.3 Ätiologie und Pathogenese 
Für die heterogene Erkrankung existiert keine einzelne spezifische Ursache, vielmehr 
wurden mit der Zeit immer mehr Faktoren identifiziert, die zur Krankheit beitragen und 
bei unterschiedlichen Ausprägungsformen in wechselseitigem Einfluss eine krankhafte 
Entwicklung begünstigen (Anderson 2008). 
Die Unterschiede in zeitlicher Manifestation, Art des Krankheitsverlaufs und möglicher 
Beeinflussung durch Therapieformen haben zu einer Unterteilung in verschiedene 
Ausprägungsformen, sogenannte Phänotypen, geführt. Anfänglich wurde extrinsisches 
oder allergisches Asthma von intrinsischem Asthma unterschieden (Rackemann 1947). 
Mittlerweile ist die Unterteilung deutlich tiefgreifender und es werden eine Vielzahl von 
Phänotypen postuliert, unter anderem early onset asthma, adult-onset severe 
eosinophilic asthma, neutrophilic asthma oder virus-induced asthma (Koczulla et al. 
2017; Wenzel 2012). Weiterführend wird versucht Endotypen, und damit eine 
Unterteilung anhand der zu Grunde liegenden molekularen Mechanismen und 
messbaren Biomarkern, zu etablieren. Eine grobe Abgrenzung anhand der vorliegenden 
Entzündungsreaktion kann dabei zwischen einer Typ 2-getriebenen Form, einer nicht 
Typ 2 Form (möglicherweise Th17-getrieben) sowie unklaren Mischformen gezogen 
werden (Agache und Akdis 2016). 
Am meisten erforscht und verstanden ist die Pathogenese der Typ 2 Entzündungsform 
mittels allergischer Genese. Hier kommt es während der Sensibilisierung zum 
Erstkontakt mit einem Antigen, welches nach Eindringen in die Atemwegsschleimhaut 
von Antigenpräsentierenden Zellen aufgenommen, intrazellulär prozessiert und mit 
Hilfe von MHCII-Molekülen auf ihrer Oberfläche in regionären Lymphknoten 
präsentiert wird. Dies führt zum Erkennen des Antigens durch naive CD4+ T-Zellen mit 




präsentierten Antigene, dem vorliegenden Zytokinmilieu und der Affinität des 
Allergens zum MHCII-Molekül kommt es über die Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors GATA3 zu einer Differenzierung der naiven T-Zelle in Richtung 
einer Th2-Zelle (Schmitt et al. 1990; Maneechotesuwan et al. 2007). Diese zentrale 
Mediatorzelle bildet daraufhin die für sie typischen Zytokine Interleukin(IL)-3, IL-4, 
IL-5, IL-9, IL-13 und GM-CSF (Robinson et al. 1992; Maneechotesuwan et al. 2007). 
Dadurch werden spezifische Mechanismen in Gang gesetzt oder weiter unterhalten, wie 
zum Beispiel die weitere Differenzierung der naiven T-Helferzellen zu Th2-Zellen 
mittels IL-4, wobei gleichzeitig die Entwicklung von Th1-Zellen unterdrückt wird 
(Bacharier et al. 1998). Über IL-5 werden eosinophile Granulozyten rekrutiert und 
wandern in die Atemwege ein (Shi et al. 1998). 
Auch B-Zellen können Allergene mit dem B-Zell-Rezeptor erkennen und in Folge 
internalisieren. Durch die Präsentation der prozessierten Epitope mit MHCII-Molekülen 
können sie mit Th2-Zellen in Interaktion treten. Gleichzeitige Ko-Stimulation durch 
Bindung von CD40 und CD40-Ligand sowie vorherrschendes Th2-typisches 
Zytokinmilieu führt zur Differenzierung der B-Zellen zu Plasmazellen und einem 
Isotypenswitch von IgM zu spezifischer IgE-Antikörperproduktion gegen die Allergene 
(Bacharier et al. 1998). Diese IgE-Antikörper können im Blut als Zeichen der 
abgeschlossenen Sensibilisierung gemessen werden. Über hochaffine Fcε-I-Rezeptoren 
werden sie zum einen auf der Oberfläche von Mastzellen und basophilen Granulozyten, 
zum anderen über niedrigaffine Fcε-II-Rezeptoren auf Lymphozyten, Makrophagen, 
Epithelzellen und Dendritischen Zellen gebunden (Corne et al. 1997). 
Bei erneutem Kontakt mit dem Allergen tritt eine Entzündungsphase in Form einer 
Sofortreaktion Typ I nach Coombs und Gell sowie einer verzögerten Spätreaktion ein. 
Die Allergen-Epitope binden an die spezifischen IgE-Antikörper auf der Mastzell-
Oberfläche und führen zu deren Annäherung und Kreuzvernetzung der Fc-Rezeptoren. 
Es kommt zu Mastzell-Aktivierung und Freisetzung von Mediatoren wie Histamin, 
Prostaglandinen und Leukotrienen und führt dadurch zu bronchialer 
Muskelkontraktion, vermehrter Mukusproduktion und Vasodilatation (Galli et al. 
2005). Durch erhöhte Gefäßwandpermeabilität kommt es zur Plasmaexsudation und 
Ödembildung in den Atemwegen. Innerhalb kurzer Zeit kann so eine starke 
Atemwegsobstruktion entstehen. Zusätzlich werden durch Th2-Zytokine und 
Mastzellmediatoren weitere Entzündungszellen in die Atemwege rekrutiert und 
aktiviert. Es entsteht der Aspekt einer eosinophilen Entzündung, aktivierten mukosalen 
Mastzellen, Hypertrophie der Bronchialmuskulatur, Hyperplasie von Becherzellen in 
der Atemwegsschleimhaut und Verdickung der Basalmembran als Zeichen des 




Granulozyten wird über die Sekretion ihrer Mediatoren eine wichtige Beteiligung bei 
der Entstehung dieser Veränderungen zugeschrieben (Kay 2005). Sie werden auch in 
den Atemwegen nicht-allergischer Patienten gefunden. Hier scheint die Rekrutierung 
über Reizung bronchialer Epithelzellen mit der Produktion von IL-33, IL-25 und 
Thymic stromal lymphopoetin (TSLP) und Aktivierung von Mastzellen und 
lymphoiden Zellen des angeborenen Immunsystems zu erfolgen (Brusselle et al. 2013; 
Allakhverdi et al. 2007). 
Bei vielen Patienten, insbesondere solchen mit schwer kontrollierbarem Asthma, findet 
sich jedoch eine neutrophile Entzündungsreaktion in den Atemwegen. Diese ist mög-
licherweise getrieben über Th17-Zellen und bietet dadurch eine Erklärung für das oft 
unzureichende Ansprechen auf Corticosteroide (Banuelos et al. 2016). Über Produktion 
von IL-17A, IL-17F und IL-22 sind diese Zellen potentiell in der Lage Veränderungen 
wie Becherzellmetaplasie, Hypertrophie der Bronchialmuskulatur und Airway-
Remodeling zu induzieren (Newcomb und Peebles 2013). Insgesamt ist die Pathogenese 
bei nicht Th2-getriebenen Endotypen jedoch kaum verstanden und Gegenstand 
aktueller Spekulation und Forschung (Agache und Akdis 2016; Ray et al. 2015). 
Ausgelöst und beeinflusst werden alle molekularen Pathomechanismen durch ge-
netische (endogene) und umweltbedingte (exogene) Faktoren, sodass es je nach deren 
Ausprägung zur Ausbildung eines individuellen Krankheitsbildes kommt, welches 
klinisch einem der bereits erwähnten Phänotypen zugeordnet wird (Martinez 2007; 
Wenzel 2012). 
In genomweiten Assoziationsstudien wurde versucht, zugrundeliegende endogene 
Faktoren zu identifizieren. Die Ergebnisse zeigen starke Verbindungen von Asthma mit 
Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) in vielen verschiedenen Genen, die bei 
Th2-getriggerter Atemwegsentzündung durch Epithelschädigung, der Down-
Regulation von Atemwegsentzündungen und Remodeling eine Rolle spielen (Moffatt 
et al. 2010; Ramasamy et al. 2012). Beispielsweise sind SNPs in der Nähe des 
IL33 Gens betroffen (Gudbjartsson et al. 2009). Das Zytokin IL-33 warnt das 
Immunsystem über die Produktion Th2-assoziierter Proteine vor Epithelschäden 
(Moussion et al. 2008). Schlimme Exazerbationen bei kindlichem Asthma sind 
assoziiert mit SNPs des CDHR3 Gens. Das Gen kodiert für ein Cadherin-Protein, 
welches für die Zelladhäsion und Integrität des Atemwegepithels verantwortlich ist und 
auch als wahrscheinlicher Zellrezeptor für eine Untergruppe von Rhinoviren dient 
(Bochkov et al. 2015). Variationen des Gens könnten somit zu einer erhöhten 





Als exogene Faktoren spielen Lebensumstände, wie beispielsweise Nahrungsdiversität 
und Rauchexposition sowie Kontakt oder Abwesenheit von bestimmten Erregern eine 
Rolle (Roduit et al. 2014). Die Suche nach einer Erklärung für die zunehmende 
Prävalenz allergischer Erkrankungen führte zu der Beobachtung, dass Kinder, die in 
einem erregerarmen Umfeld aufwachsen, dazu neigen, mehr allergische Erkrankungen 
zu entwickeln (Strachan 1989). Es konnte gezeigt werden, dass ein Leben auf dem 
Bauernhof und damit verbundenem, vermehrtem Kontakt zu Endotoxinen vor der 
Entwicklung von Asthma schützt (Braun-Fahrländer et al. 2002; Riedler et al. 2001; 
Ege et al. 2011). Dies kann dadurch erklärt werden, dass das Immunsystem über den 
Kontakt mit vielfältigen Erregern zur Ausbildung von Th1-Antworten und 
regulatorischen T-Zellen (Tregs) angeregt wird. Bei fehlender Exposition gegenüber 
einem möglichst breiten Spektrum an bestimmten Erregern während der ersten 
Lebensjahre kommt es so zu einer schwächeren Entwicklung von Tregs und Th1-Zellen, 
wodurch eine Suppression der Th2-Population und deren Mediatoren ausbleibt. Dies 
resultiert in der Entwicklung eines Th2-dominanten Immunsystems mit nachfolgender 
Sensibilisierung und Entzündung, womit die Grundlagen für allergisches Asthma 
geschaffen sind (Schaub et al. 2009; Daley 2014). 
Hingegen kann der Kontakt mit bestimmten anderen Erregern wie Schimmel-pilzen die 
Wahrscheinlichkeit der Entwicklung von Asthma erhöhen (Reponen et al. 2011). Auch 
die Besiedlung mit Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Haemophilus 
influenzae oder eine Kombination aus diesen Bakterien wird mit einem erhöhten Risiko 
für Asthmaentwicklung verbunden (Bisgaard et al. 2007; Hilty et al. 2010). 
Verschiedene Virusinfektionen der Atemwege – unter anderem durch Corona-, 
Influenza-, Parainfluenza-, Metapneumo- und Respiratorische Synzytial-Viren – stehen 
in Verbindung mit dem Auftreten von Asthma bronchiale in der Kindheit und 
Exazerbationen bei bereits bekannter Erkrankung (Tan 2005; Edwards et al. 2012). 
1.1.4 Die Bedeutung von humanen Rhinoviren für Asthma 
bronchiale 
Besonders stark ist die Assoziation von Asthma mit humanen Rhinoviren (HRVs), die 
in 60-90 Prozent der Asthma-Exazerbationen in der Kindheit und in 50-80 Prozent der 
Fälle im Erwachsenenalter nachzuweisen sind und damit den evident größten Anteil der 
gefundenen Erreger ausmachen (Bizzintino et al. 2011; Johnston et al. 1995; Nicholson 
et al. 1993). In symptomfreien Zeiten sind die Erreger deutlich seltener nachzuweisen 
(Olenec et al. 2010; Iwane et al. 2011), was stark darauf hin deutet, dass Rhinoviren für 
die Mehrheit aller Exazerbationen von Asthma verantwortlich sind (Gern 2015). 




fast ubiquitär bei Kindern vorkommen und viele dieser Infektionen, auch bei Kindern 
mit Asthma, asymptomatisch oder milde verlaufen (Olenec et al. 2010). Entsprechend 
sind Rhinovirus-Infektionen in den allermeisten Fällen eine grundlegende Vorausset-
zung für Exazerbationen, jedoch braucht es für eine tatsächliche Exazerbation weitere 
begünstigende Faktoren. Gut vorstellbar sind zusätzliches Auftreten weiterer 
anerkannter Noxen wie Rauch- und Allergenexposition, aber auch Therapieadhärenz 
oder akuter Stress beeinflussen die Situation (Gern 2015). Schwerer verlaufende 
Rhinovirus-Infekte wurden auch mit dem zeitlichen Auftreten in den Wintermonaten 
beobachtet (Lee et al. 2012). Dies ist möglicherweise auf die höhere Prävalenz von 
zusätzlichen anderen Erregern und potenziellen Parallelinfektionen oder auf niedrigere 
Vitamin D Spiegel zurückzuführen (Beard et al. 2011). Eine weitere Erklärung könnten 
vermehrt begünstigte Infektionen mit höher-virulenten Rhinovirustypen durch die kalte 
Jahreszeit sein (Linder et al. 2013). 
Studien assoziieren die HRV-C Spezies mit erhöhten Krankenhauseinweisungen und 
vermehrten Infektionen der unteren Atemwege (Cox et al. 2013; Linder et al. 2013). In 
einer Studie zu Kindern mit akuten Asthma-Exazerbationen waren die meisten Isolate 
der Spezies C zugehörig und lösten die schwereren Verlaufsformen aus (Bizzintino et 
al. 2011). Andere Erhebungen sehen HRV-A Infektionen mit stärkeren und länger 
andauernden Symptomen assoziiert (Arden et al. 2010). Das Gesamtbild der höheren 
Virulenz von Spezies A und C Rhinoviren wird gestützt von Daten, nach denen diese 
mit 7-facher Wahrscheinlichkeit im Vergleich mit HRV-B zu schweren Erkrankungen 
im Kleinkindalter führen. Überhaupt scheinen HRV-B selbst bei anfälligen Kindern nur 
milde Erkrankungen hervorzurufen (Lee et al. 2012). Spezies A und C kommen 
dagegen beide häufig vor und führen zu gleichen klinischen Bildern mit Asthma-
Exazerbationen und giemenden Atemwegserkrankungen (Calvo et al. 2010). Insofern 
scheint die unterschiedliche Virulenz der Erreger je nach HRV-Spezies oder -Typ als 
wichtiger Faktor die Krankheitsausprägung zu beeinflussen. Erklärungen für die unter-
schiedliche Virulenz sind eventuell zu finden in der ungleichen Fähigkeit sich bei hohen 
Temperaturen zu vermehren oder der Ausstattung mit viralen Proteasen und deren 
Vermögen Zellabläufe zu stören, um die Virusreplikation zu verbessern (Watters und 
Palmenberg 2011; Ashraf et al. 2013). Eine genaue Identifizierung einzelner 
verantwortlicher Typen scheint aber auf Grund der großen und sich stetig verändernden 
Vielfalt unterschiedlicher Virustypen wenig hilfreich (Olenec et al. 2010). 
Die Symptome der Infektion entstehen, indem Rhinoviren in infizierten Zellen zu einer 
Beeinträchtigung der physiologischen Zellabläufe und über die Anregung zur 
Freisetzung von Zytokinen zu einer lokalen Entzündung führen (Wark und Gibson 




Rhinoviren als andere Personen, weisen aber doppelt so häufig eine Beteiligung der 
tiefen Atemwege mit längeren Erkrankungszeiten und einer stärkeren Symptomatik auf 
(Corne et al. 2002). Es gibt zahlreiche Erklärungsansätze für diese unterschiedlichen 
Krankheitsverläufe, jedoch keinen gesicherten Konsens. Beispielsweise ist es denkbar, 
dass die Virusaufnahme durch vermehrte ICAM-1 Expression oder gestörte 
Barrierefunktion auf Grund von Inflammation in der bronchialen Schleimhaut bei 
Asthmatikern erhöht ist (Manolitsas et al. 1994; Lopez-Souza et al. 2004; Zambrano et 
al. 2003). Eine weitere Erklärung wären die beobachtete gestörte Immunantwort und 
die gesteigerte Entzündungsreaktion von Asthmatikern unter HRV-Infektionen (Contoli 
et al. 2006; Message et al. 2008). Durch verminderte Produktion von Interferon-ß 
kommt es zu verminderter Apoptose infizierter bronchialer Epithelzellen asthmatischer 
Patienten und entsprechend vermehrter Virus-Reproduktion und Freisetzung (Wark et 
al. 2005). Ebenso wird eine vermehrte Expression von TSLP und damit eine Th-2-
getriebene Entzündung induziert (Uller et al. 2010). 
Die schon im Kindesalter starke Assoziation von Rhinovirus-induzierten unteren 
Atemwegserkrankungen mit Giemen hat zu der Frage geführt inwieweit diese 
Infektionen für die Entwicklung von Asthma verantwortlich sind (Gern 2009; Sly et al. 
2010). Es konnte gezeigt werden, dass Giemen unter Rhinovirus-Infektionen innerhalb 
der ersten drei Lebensjahre der stärkste Prädiktor – noch vor allergischer 
Sensibilisierung – für die Entwicklung von Asthma bronchiale mit 6 Lebensjahren ist 
(Jackson et al. 2008). Allerdings erfolgt das Giemen in Verbindung mit HRV-
Infektionen zeitlich erst nach der allergischen Sensibilisierung (Jackson et al. 2012). 
Insofern sind Infektionen mit Rhinoviren in prädisponierten Individuen mit allergischer 
Sensibilisierung wahrscheinlich in der Lage die Pathogenese von allergischem Asthma 
zu fördern, indem sie die vorhandene Entzündungssituation anregen. Die Virusinfektion 
induziert Typ-1-Interferon Signale, welche zu einer Hochregulation der IgE-Rezeptoren 
auf dendritischen Zellen führen. Diese binden in Individuen mit allergischer 
Sensibilisierung vorhandene IgE-Moleküle, werden dann durch Allergene aktiviert und 
verstärken so über Zytokine und Rekrutierung von Th2-Zellen die allergische 
Entzündung. Dabei profitieren die Viren von der gleichzeitig stattfindenden lokalen 
Suppression der Th1-Immunität (Holt 2011). 
1.1.5 Aktueller Stand der Asthmatherapie 
Derzeit existiert keine kurative Therapie des Asthma bronchiale (Barnes 2010b). Die 
Neigung zu Atemwegserkrankungen mit Giemen und Asthma im Kindesalter bildet sich 
im Laufe der Entwicklung häufig selbstständig zurück (Illi et al. 2006). Bei manifestem 




Leiden, bei dem ein möglichst beschwerdefreies Leben mit der Erkrankung oberstes 
Behandlungsziel ist (Ernst et al. 2002). Konkret versucht man dabei durch das Konzept 
der Asthma-Kontrolle das Auftreten von Symptomen zu verhindern, eine normale 
Teilnahme am Leben zu gewährleisten und entsprechend das Risiko für Exazerbationen, 
Lungenfunktionseinschränkungen und Nebenwirkungen der Therapie zu minimieren 
(Global Initiative for Asthma 2017). Neben der Vermeidung von spezifischen 
Triggerfaktoren spielt vor allem die medikamentöse Therapie eine große Rolle 
(Martinez und Vercelli 2013). Stufenweise werden – je nach Asthma-Schweregrad – 
verschiedene Medikamente aus zwei Therapeutika-Gruppen kombiniert eingesetzt, um 
Asthma-Kontrolle zu erlangen. Schnell wirksame Bronchodilatatoren dienen als 
Bedarfsmedikation im akuten Anfall und werden als sogenannte „Reliever“ ab der 
ersten Stufe eingesetzt. Die Vertreter der anderen Gruppe, sogenannte „Controller“, 
folgen in Form einer Dauertherapie in den höheren Stufen und sollen für die langfristige 
Kontrolle der Erkrankung durch langwirksame Bronchodilatation und Modulation des 
zugrundeliegenden Entzündungsprozesses sorgen (Global Initiative for Asthma 2017). 
In der Gruppe der „Reliever“ sind Beta2-Sympathomimetika das Mittel der Wahl. Sie 
stimulieren, nach inhalatorischer Gabe, Beta2-adrenerge Rezeptoren in den Atemwegen 
und führen über die Adenylatcyclase zur Bildung von zyklischem 
Adenosinmonophosphat. Dieses sorgt über die Proteinkinase A für eine Relaxation in 
glatten Muskelzellen (Holgate und Polosa 2008). 
In der Dauertherapie werden in erster Linie langwirksame Beta2-Agonisten sowie 
inhalative Kortikosteroide (ICS) eingesetzt. ICS binden an Glukocorticoid-Rezeptoren 
im Zytoplasma und hemmen daraufhin auf vielfältige Weise die Entzündungsreaktion, 
unter anderem über die Inhibition proinflammatorischer Transkriptionsfaktoren wie 
NF-κB und AP-1 oder Aktivierung der antiinflammatorischen Histondeacetylase-2 
(Barnes 2010a). Damit wird in vielen Fällen eine Asthma-Kontrolle erreicht und 
gleichzeitig das Risiko für Exazerbationen gesenkt (Bateman et al. 2010). 
Problematisch sind schwere Asthma-Formen, die per se nur unzureichend auf die 
derzeitige Therapie ansprechen, da sie einhergehen mit allgemeiner Glucocorticoid-
Insensitivität oder Umständen in der Lebensführung wie Rauchen und Adipositas 
(Taylor et al. 2008; Chung et al. 2014). Unabhängig von der vorliegenden Asthma-Form 
ist eine ICS-Therapie nicht in der Lage den Progress der Erkrankung dauerhaft positiv 
zu beeinflussen (Bisgaard et al. 2006; Guilbert et al. 2006). Ebenso wenig stellt sie einen 
sicheren Schutz vor Schwankungen in der Asthma-Kontrolle durch Triggerfaktoren wie 
Allergenexposition und virale Atemwegsinfekte dar (Murray et al. 2006). So konnte 
beispielsweise gezeigt werden, dass drohende Exazerbationen unter der Therapie selbst 




2004). Kommt es zu Exazerbationen, resultieren vermehrte Morbidität verbunden mit 
dem persistierenden Verlust von Lungenfunktion, eine höhere Gefahr von 
Nebenwirkungen durch die benötigte Therapieintensivierung und entsprechend erhöhte 
Behandlungskosten (Bai et al. 2007; Blakey et al. 2013). Somit besteht für schwere 
Asthma-Formen insbesondere hinsichtlich der Verhinderung von Exazerbationen ein 
Bedarf an neuen Therapieansätzen (Ivanova et al. 2012; Barnes 2010b). 
Beispiele für aktuell bereits etablierte Alternativen bzw. zusätzliche Therapieoptionen 
für schwere Asthma-Formen sind Leukotrien-Antagonisten, Muskarin-Antagonisten, 
orale Kortikosteroide, monoklonale Antikörper gegen IgE oder IL-5 sowie das 
interventionelle Verfahren der bronchialen Thermoplastie (Price et al. 2011; Pavord et 
al. 2012; Chung et al. 2014; Normansell et al. 2014; Rodrigo und Castro-Rodríguez 
2015). Indirekt wird durch diese Optionen bei verbesserter Asthma-Kontrolle auch die 
Gefahr für Exazerbationen gesenkt. Ein effektives Mittel zu Verhinderung der 
ursächlichen viralen Infekte existiert bisher allerdings nicht (siehe 1.2.4). Momentan 
wird versucht mittels Identifikation von Risiko-Gruppen für Exazerbationen einen 
sinnvollen Einsatz der bereits bekannten Therapien zu gewährleisten (Bateman et al. 
2015; Martin und Panariti 2017). Jedoch zeigen Analysen, dass Asthma-Kontrolle und 
Exazerbationsrisikoreduktion nicht immer durch die gleichen Maßnahmen verbessert 
werden können, sodass eine ursächliche antivirale Therapie wünschenswert wäre 
(Blakey et al. 2013). 
1.2 Die Krankheitserreger humane Rhinoviren 
Unter dem Namen banale Erkältung oder Schnupfen ist jedermann vertraut mit der 
Symptomatik aus verstopfter Nase, Niesattacken, schmerzendem Rachen und Husten. 
Als häufigste Vertreter unter den verantwortlichen Erregern dieser Infektion der oberen 
Atemwege sind humane Rhinoviren (HRVs) zu nennen (Monto und Ullman 1974; 
Heikkinen und Järvinen 2003; Jacobs et al. 2013). Mittlerweile ist bekannt, dass 
Rhinoviren auch die unteren Atemwege infizieren und dadurch besonders bei Kindern 
und immunsupprimierten Erwachsenen schwere Erkrankungen oder bei Patienten mit 
chronischen Atemwegserkrankungen gefährliche Exazerbationen auslösen können 
(Papadopoulos et al. 2000; Renwick et al. 2007; Gutman et al. 2007; Mallia et al. 2011). 
Rhinovirus-Infektionen kommen das gesamte Jahr über vor – jedoch verstärkt in 
Frühjahr, Sommer und Herbst – und werden durch eine Vielzahl unterschiedlicher 
Genotypen ausgelöst (Monto 2002; Savolainen et al. 2002; Peltola et al. 2008). 
1.2.1 Systematik 
Rhinoviren gehören zur Familie der Picornaviridae, Genus Enterovirus. Enteroviren 




Säugetiere infizieren können. Sie werden anhand ihrer genetischen Unterschiede, 
Replikationsorte und Krankheitsbeteiligung in 12 Spezies unterteilt, von denen drei 
durch die Rhinoviren gebildet werden: Rhinoviren A (HRV-A), Rhinoviren B (HRV-
B) und Rhinoviren C (HRV-C). Der Name humane Rhinoviren weist auf die Affinität 
zum Respirationstrakt und den Umstand hin, dass die Erreger bisher nur beim Menschen 
nachgewiesen wurden (McIntyre et al. 2013). In Abgrenzung zu anderen Enteroviren 
besteht bei Rhinoviren eine hohe Anfälligkeit gegenüber saurem Milieu (Hughes et al. 
1973). Bei der anfänglichen Unterteilung der Viren mittels Zellkulturanzüchtung und 
serologischen Neutralisationstests erfasste man 74 HRV-A und 25 HRV-B Serotypen 
(Conant und Hamparian 1968; Hamparian et al. 1987). Mittlerweile wurden mittels 
Moleku-lardiagnostik weitere Virustypen entdeckt und mit den HRV-C eine komplett 
neue Spezies bekannt (Dominguez et al. 2008; Lau et al. 2010). Zur genauen Einteilung 
dienen heute Analysen der Genomsequenz, insbesondere des Kapsidproteins VP1, 
sodass innerhalb der 3 Spezies aktuell 137 Typen mit 322 verschiedenen Isolaten 
existieren (McIntyre et al. 2013). 
 
Abb. 1 Rhinovirus-Stammbaum aller bekannten Typen anhand der VP1-RNA Genomsequenz. 
Zugehörigkeit zur Major- („M“, ICAM-1) oder Minor-Group („m“, LDLR) ist angegeben, 
soweit experimentell nachgewiesen. Bootstrap-Werte (Prozent von 200 Replikaten) sind an 
entscheidenden Gabelungen angegeben. (modifiziert nach Palmenberg und Gern 2015) 
Zusätzlich existieren weitere Einteilungsmöglichkeiten, beispielsweise anhand 






HRVs sind als Mitglieder der Picornaviren kleine, hüllenlose Viren mit einem 
Durchmesser von 25-30 nm (Hahn 2012). Ihr Genom besteht aus einem positiven 
Einzelstrang-RNA-Molekül von etwa 7200 Basen Länge. Es lässt sich unterteilen in 
eine 5‘-untranslatierte Region (5’-UTR) mit einer Länge von normalerweise 650 Basen, 
einen durchschnittlich 6500 Basen langen Bereich, der den offenen Leserahmen (ORF) 
bildet, und eine 3‘-untranslatierte Region (3’-UTR) von ungefähr 50 Basen, gefolgt von 
einer Poly-A-Sequenz (Palmenberg et al. 2010). Am 5‘-Ende ist die virale RNA 
kovalent mit dem Protein VPg verbunden, welches in uridylierter Form als Primer für 
die Replikation dient (Lee et al. 1977; Paul et al. 1998). Die 5‘-UTR enthält 
Sequenzabschnitte wie die Cloverleaf-Struktur und die interne ribosomale Eintrittsstelle 
(IRES), welche wichtig sind für Translation und Replikation (Palmenberg et al. 2009). 
Der ORF kodiert für ein aus circa 2100 Aminosäuren bestehendes Polyprotein, welches 
von viralen Proteasen in 11 Proteine prozessiert wird. Folglich wird dieser Bereich in 
eine entsprechende Anzahl von Abschnitten unterteilt (siehe Abb. 2). Die ersten vier 
Abschnitte kodieren für die Kapsidproteine (VP1-4), während die restlichen Abschnitte 
die Information für Proteasen, die Polymerase, VPg und weitere Proteine enthalten, 
welche Aufgaben in der Virusreplikation und dem Zusammenbau der Virionen erfüllen 
(Palmenberg et al. 2010). Außerdem befindet sich innerhalb des ORF – an unter-
schiedlichen Stellen je nach Virusspezies – auch das Cis-agierende Replikationselement 
(CRE) als wichtiges Strukturelement mit Funktion bei der Initiation der Replikation 
(Palmenberg et al. 2009; Steil und Barton 2009). 
 
Abb. 2 Schematischer Aufbau des HRV-Genoms. Das Genom lässt sich in drei Abschnitte 
unterteilen: zwei nicht kodierende Regionen (5‘-UTR und 3‘-UTR) sowie den offenen 
Leserahmen (ORF). Kovalent verbunden mit dem 5‘-Ende der RNA ist das Protein VPg. 
Innerhalb der 5‘-UTR liegen die Cloverleaf-Struktur („CL“) sowie die interne ribosomale 
Eintrittsstelle (IRES). Der ORF ist unterteilt in 11 Abschnitte, die für die verschiedenen viralen 
Proteine kodieren. Zusätzlich ist dort das Cis-agierende Replikationselement (CRE, „#“) 
lokalisiert: in 2A für HRV-A, in 2C für HRV-B und möglicherweise in VP2 für HRV-C 
(modifiziert nach Palmenberg et al. 2010) 
Ein Virion besteht aus dem RNA-Genom sowie dem umhüllenden Kapsid und besitzt 
eine ikosaedrische Form. Insgesamt besteht das Kapsid aus jeweils 60 Kopien der 
einzelnen Kapsidproteine: VP4 liegt auf der Innenseite, während VP1-3 die Oberfläche 
mit canyonartigen Vertiefungen bilden (Rossmann et al. 1985). In deren Tiefe liegen 
die Bindungsstellen für die Zellrezeptoren (Colonno et al. 1988; Olson et al. 1993). 
Trotz stark konserviertem Faltungsmuster und gleichem Kapsidaufbau, weisen 




Oberflächenstrukturen starke Unterschiede zwischen den verschiedenen Virustypen auf 
(Verdaguer et al. 2000). 
1.2.3 Lebenszyklus 
Rhinoviren vermehren sich in den Zellen des menschlichen Atemtrakts und werden von 
dort über Sekrete und kleine Tröpfchen ausgeschieden. So können sie direkt übertragen 
oder in der Umwelt auf verschiedenen Oberflächen für mehrere Stunden infektiös 
verbleiben und durch Kontakt aufgenommen werden (Hendley et al. 1973; Couch et al. 
1966; Musher 2003). Bei der Infektion eines neuen Wirtes gelangen Viruspartikel in die 
Atemwege und werden von Zellen mit dem passenden Rezeptor aufgenommen. Für den 
Großteil der Spezies A und B, die Major Group mit 90 Typen, ist dieser Rezeptor das 
Interzelluläre Adhäsionsmolekül 1 (ICAM-1), während 12 Typen der Spezies HRV-A, 
die Minor Group, den Low-Density-Lipoprotein-Rezeptor (LDL-R) benutzen (Greve et 
al. 1989; Hofer et al. 1994). Als Rezeptor der Spezies HRV-C wird das 
Transmembranprotein CDHR3 vermutet (Bochkov et al. 2015). Rezeptortypabhängig 
kommt es nach Endozytose durch Porenbildung oder Lyse der Endosomen zum 
Übertritt des Virus-Genoms in das Zytosol (Casasnovas und Springer 1994; Prchla et 
al. 1994; Blaas 2016; Fuchs und Blaas 2010).  
Innerhalb der Zelle wird das Einzelstrang-RNA-Molekül von den Ribosomen des 
Wirtes in der IRES gebunden und in ein Polyprotein translatiert, welches sich im 
Anschluss autokatalytisch durch seine enthaltenen Proteasen über Zwischenstufen in 
die jeweiligen funktionellen Proteine spaltet (Hellen et al. 1989; Lin et al. 2009). 
Gleichzeitig behindern und schädigen die viralen Proteasen über Spaltung von 
zellulären Proteinen die Wirtszelle, deren Transkription sowie Translation und stellen 
dadurch bevorzugt die virale Vermehrung sicher (Ziegler et al. 1995; Sommergruber et 
al. 1994; Seipelt et al. 2000; Amineva et al. 2004). Nach der Translation wird die 
Replikation des Virus durch die viralen RNA-Polymerase über Bindung des zuvor 
synthetisierten Virus-Proteins 3CD an die Cloverleaf-Struktur gefördert (Gamarnik und 
Andino 1998). Damit die Replikation starten kann, dient CRE als Vorlage für die 
Uridylierung von VPg durch die virale Polymerase (Gerber et al. 2001). So werden der 
Negativ-Strang und infolge Kopien des positiven RNA-Stangs synthetisiert (Paul und 
Wimmer 2015). Die Replikation verläuft mit einer hohen Mutationsrate, da die virale 
Polymerase keine Proof-Reading-Kapazität besitzt, sodass bei jeder Infektion von der 
Entstehung von Quasispezies ausgegangen wird (Palmenberg et al. 2010; Lauring und 
Andino 2010). Nach der Herstellung aller nötigen Bestandteile für neue Virionen, 
werden diese zusammengesetzt, verlassen die Zelle über Lyse oder andere 




1.2.4 Prävention und Therapieansätze 
Bis heute gibt es weder zuverlässige Präventivmaßnahmen noch eine fest etablierte 
Therapie gegen eine Infektion mit Rhinoviren (Jacobs et al. 2013). Vorbeugend bieten 
physikalische Methoden wie regelmäßige Handhygiene oder Schutzmasken einen 
gewissen Schutz (Jefferson et al. 2011; Turner und Hendley 2005), jedoch sind diese 
nicht in der Lage eine Ansteckung sicher zu verhindern (Jacobs et al. 2013; Turner et 
al. 2012). Ebenso wenig existiert eine wirksame Impfung und der Weg bis zur 
Entwicklung einer solchen ist noch weit (Rohde 2011). 
Therapeutisch können bisher Zink und Echinacea-Produkte eingesetzt werden, da sie 
gut verträglich sind und ein milder Einfluss auf die Ansteckungsgefahr und den Verlauf 
von Rhinovirus-Infektionen anzunehmen ist (Karsch-Völk et al. 2014; Singh und Das 
2013). Der Versuch Alpha-2-Interferone therapeutisch zu nutzen war nicht erfolgreich, 
sondern verstärkte die Krankheitssymptome eher (Hayden et al. 1988). Viele 
therapeutische Ansätze versuchen gezielt bestimmte Abläufe im Lebenszyklus der 
Rhinoviren – wie Zellrezeptorbindung, Kapsidfunktion oder Proteasenaktivität – zu 
inhibieren und wurden teilweise mit nachgewiesenem Effekt in klinischen Studien 
getestet (Turner et al. 1999; Hayden et al. 2003a; Hayden et al. 2003b). Eine endgültige 
Zulassung hat bisher allerdings keine der verschiedenen entwickelten Substanzen 
erhalten, da entweder unzureichende Wirkung festgestellt wurde oder das Risiko für 
unerwünschte Arzneimittelwirkungen zu groß war (Senior 2002; Patick et al. 2005; 
Jacobs et al. 2013). Im Versagen dieser gezielten Therapieansätze zeigt sich die 
anspruchsvolle Aufgabe ein Medikament gegen HRV-Infektionen herzustellen. Da 
Rhinoviren meist nur eine leichte und selbstlimitierende Erkrankung auslösen, muss ein 
zukünftiges Therapeutikum die Anforderungen höchster Sicherheit mit möglichst 
keinen unerwünschten Wirkungen und geringer Wahrscheinlichkeit für Resistenzent-
wicklung erfüllen. Gleichzeitig sollte die Einnahme einfach durchzuführen sein und 
eine akzeptable Frequenz nicht überschreiten (Patick 2006). Erschwerend kommt hinzu, 
dass die große Diversität der unterschiedlichen Rhinovirustypen berücksichtigt und 
durch eine breite Aktivität abgedeckt werden muss. Diese hohen Anforderungen haben 
die Zulassung eines Medikaments bisher verhindert, letztlich aber sollten das immer 
größere Wissen zu humanen Rhinoviren sowie neue Ansätze und Methoden es 
ermöglichen ein erfolgreiches Therapeutikum zu entwickeln (Rollinger und Schmidtke 
2011). 
1.3 Antisense-basierte Strategien 
Antisense-basierte Strategie bezeichnet eine molekularbiologische Methode bei der ein 




dem Ziel-Molekül zwingend um eine Nukleinsäure und bei dem Antisense-Molekül 
immer um eine weitere, zum Ziel komplementäre, Nukleinsäure. Die bekannten 
Antisense-Moleküle lassen sich auf Grund ihrer Struktur und Wirkungsweise in vier 
unterschiedliche Gruppen einteilen: Antisense-Oligonukleotide, Ribozyme, RNA-
Interferenz mit small interfering RNA (siRNA) und DNAzyme. Allen gemein ist, dass 
sie die Ziel-Struktur spezifisch über Watson-Crick-Basenpaarung erkennen und im 
Anschluss, auf unterschiedliche Art und Weise inhibieren können. 
 
Abb. 3 Antisense Mechanismen im Vergleich (modifiziert aus Kurreck (2003)). 
Da sie relativ einfach synthetisch hergestellt werden können, bieten Antisense-
Moleküle zumindest theoretisch die Möglichkeit jede beliebige zelluläre oder virale 
RNA spezifisch anzugreifen. Damit besteht die Chance, die mRNA eines bestimmten 
Genes ausschalten und die Protein-Synthese zu verhindern. Dies wird in der Forschung 
benutzt, um durch die Inhibition eines Genes zu erfahren, welche Aufgaben im 
Organismus von ihm geleistet werden. Auch für therapeutische Ansätze ist diese 
Technik sehr interessant, da sich die Möglichkeit bietet Krankheiten schon auf 
genomischer Ebene zu bekämpfen und nicht, wie es im Allgemeinen mit 
konventionellen Therapeutika passiert, auf Ebene der Proteine (Kurreck 2003). In den 
letzten Jahren wurden diese Moleküle vermehrt in klinischen Studien für 
Therapieansätze in unterschiedlichen Gebieten getestet (Potaczek et al. 2016). 
1.3.1 RNA-Interferenz durch small interfering RNA 
RNA-Interferenz (RNAi) ist ein natürlich in der Zelle vorkommender Prozess mittels 
doppelsträngiger (ds) RNA, der zu einer post-transkriptionellen Regulation von Genen 




Abwehrmechanismus gegen unkontrollierte Proliferation oder virale Infekte handelt 
(Carroll et al. 2007). 
Das Phänomen der RNAi wurde zuerst in dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans 
entdeckt, als beobachtet wurde, dass die Injektion von dsRNA sehr effektiv und 
spezifisch die endogene Genexpression unterdrücken kann (Fire et al. 1998). Der 
Mechanismus, als post-transkriptionelles Gen-Silencing bezeichnet, konnte in seiner 
Existenz wenig später auch in Pflanzen und Säugetieren nachgewiesen sowie in seinem 
groben Ablauf entschlüsselt werden (Hamilton und Baulcombe 1999; Elbashir et al. 
2001). Lange dsRNA-Moleküle, aus endogener Produktion oder exogenen Quellen 
stammend, werden von Dicer, einer RNase III Endonuklease, in small interfering RNAs 
(siRNAs), mit einer Länge von 22 Basenpaaren, geschnitten (Hannon 2002). Diese 
Effektormoleküle bilden zusammen mit Proteinen einen RNA induced silencing 
complex (RISC), in welchem im ersten Schritt einer der siRNA-Stränge abgebaut wird. 
Der zurückbleibende RNA-Strang dient als Komplementär-Strang für die Suche nach 
Ziel-RNAs, die spezifisch erkannt, gebunden und gespalten werden können (Zamore et 
al. 2000; Martinez et al. 2002). Danach ist der RISC in der Lage erneut eine Ziel-RNA 
zu binden und zu spalten, sodass eine hoch-effektive Gen-Suppression möglich ist 
(Hutvágner und Zamore 2002). Durch ihr hoch entwickeltes Immunsystem sind 
Säugetierzellen in der Lage fremde dsRNA-Moleküle zu erkennen und in Apoptose zu 
gehen (Carroll et al. 2007). Dadurch ist es nicht möglich große dsRNA-Moleküle in 
diese Zellen einzubringen, um RNAi zu induzieren. Allerdings konnte gezeigt werden, 
dass das Immunsystem auf kleine Moleküle, von unter 30 Basenpaaren nicht reagiert, 
sodass siRNAs verabreicht und genutzt werden können (Elbashir et al. 2001). 
1.3.2 Antisense-Oligonukleotide 
Antisense Oligonukleotide sind Einzelstrang-Moleküle mit einer Basenlänge von 13-25 
Nukleotiden. Ihre inhibitorische Aktivität kann auf zwei unterschiedlichen spezifischen 
Mechanismen beruhen. Zum einen sind sie in der Lage, durch eine starke Bindung an 
ihr komplementäres Ziel-Molekül für eine sterische Blockade zu sorgen. So können sie 
verhindern, dass Ribosomen oder Proteine an das Zielmolekül binden und dadurch 
beispielsweise die Translation, aber auch reverse Transkription, Spleißen, 
Polyadenylierung, 5‘-Capping oder nuklearen Export inhibieren. Für die Ausübung 
dieser Fähigkeit ist dementsprechend eine starke Bindung an bestimmte strategische 
Stellen der RNA notwendig. Als weitere Möglichkeit der Wirkungsweise ist die 
Aktivierung der RNase H durch das Heteroduplex aus Ziel-RNA und DNA-
Oligonukleotid bekannt. Die RNase H ist ein natürlich vorkommendes Enzym, welches 




Replikation zu entfernen. Antisense-Oligonukleotide mit einem Phosphodiester- oder 
Phosphorothioat-Rückgrat und ihre gebundene Ziel-RNA werden entsprechend ebenso 
erkannt. Das zelleigene Enzym degradiert den RNA-Anteil während das Oligonukleotid 
freigegeben wird und somit in der Lage ist, ein neues Ziel-Molekül zu binden (Dias und 
Stein 2002; Kurreck 2003; Carroll et al. 2007). 
1.3.3 Ribozyme 
Ribozyme sind RNA-Moleküle, die katalytische Aktivität besitzen. Das erste Molekül 
mit dieser Eigenschaft wurde Anfang der 1980er Jahre in Form eines Introns der 
präribosomalen RNA des Ciliaten Tetrahymena thermophila entdeckt, welches sich 
selbst aus dem Transkript herausspleißen und die freigewordenen Enden der Exons 
miteinander verbinden kann (Kruger et al. 1982). Mittlerweile sind viele weitere, 
natürlich vorkommende Ribozyme bekannt, die meistens autokatalytische Spaltungs- 
oder Spleiß-Funktionen haben und grob in kleine (~40-160 Nukleotide) und große 
(>200 Nukleotide) Ribozyme unterteilt werden können (Doudna und Cech 2002). In der 
Forschung wurde sich besonders für die Ribozyme vom Hammerhead- und Hairpin-
Typ interessiert, da sie, durch ihre einfach Struktur, geringe Größe und das Potential bei 
verschiedenen flankierenden Elementen ihre spezifische Spaltungs-Aktivität 
beizubehalten, vielfältig einsetzbar sind (Carroll et al. 2007). Ursprünglich stammen sie 
aus viralen Pflanzen-Pathogenen und vermitteln dort die Selbstspaltung der multimeren 
Produkte aus der rolling-circle-Replikation zu einzelnen Genom-Stücken (Doudna und 
Cech 2002). Durch die Entnahme der katalytischen Motive aus den viralen Genomen 
konnten künstliche trans-aktive, also intermolekular schneidende, Ribozyme geschaffen 
werden, die damit in der Lage waren mehrere Katalyserunden zu durchlaufen (Haseloff 
und Gerlach 1988). Der grundsätzliche Aufbau dieser neu erschaffenen Ribozyme 
besteht aus einem zentralen katalytischen Motiv und zwei angelagerten, Ziel-Sequenz-
spezifischen Bindungsdomänen. Um das Ziel-Molekül schneiden zu können, benötigen 
alle Ribozyme außerdem eine spezifische Schnittstelle auf der Ziel-Sequenz (Carroll et 
al. 2007). 
1.3.4 DNAzyme 
DNAzyme ist der Name für eine synthetische Gruppe von DNA-Molekülen, die 
katalytisch aktiv sind. Seit der ersten Entdeckung eines Pb2+-abhängigen DNAzyms, das 
in der Lage ist RNA zu schneiden (Breaker und Joyce 1994), wurden DNAzyme mit 
einer Vielzahl verschiedener weiterer katalytischer Aktivitäten entwickelt. So existieren 
mittlerweile nicht nur DNAzyme mit der Fähigkeit RNA und DNA zu spalten, sondern 
ebenso zu ligieren oder auf andere Weise zu modifizieren, beispielsweise durch 




Ein Vertreter der RNA spaltenden DNAzyme sind die 10-23 DNAzyme. Sie wurden so 
entwickelt, dass sie unter „physiologischen Bedingungen“ - Mg2+-abhängig, bei 37 °C 
und pH-Werten von 7,5 - aktiv sein und dabei eine katalytische Effektivität (kcat/Km) von 
≈109 M-1*min-1 erreichen können (Santoro und Joyce 1997). Ihre Sequenz lässt sich in 
drei verschiedene Anteile aufteilen: eine zentrale katalytische Domäne von 15 
Desoxynukleotiden und zwei flankierende variable Domänen, die für die 
Substraterkennung zuständig sind. Die Substraterkennung verläuft wie bei allen 
Antisense-Molekülen über spezifische Watson-Crick-Basenpaarungen. Durch 
Anlagerung der Bindungsdomänen an ihre komplementären Sequenzen kann sich die 
zentrale Domäne des DNAzyms konformieren, sodass sich ihre katalytische Aktivität 
entfaltet und das Ziel-Molekül an einer definierten Phosphodiesterbindung zwischen 
einem ungepaarten Purin und einem gepaarten Pyrimidin geschnitten wird (siehe Abb. 




Abb. 4 Schematische Struktur eines 10-23 DNAzyms während der Bindung über Watson-Crick-
Basenpaarung an eine Ziel-RNA: DNAzym mit Bindungsdomänen (blau) und katalytischer 
Domäne (rot), Ziel-RNA mit Zielsequenzen (schwarz) und Schnittstelle (grün); R = A oder G; 
Y = U oder C (modifiziert aus Santoro und Joyce (1997)). 
 
 
Abb. 5 Funktionsweise eines DNAzyms: (1) Das DNAzym erkennt mit den Bindungsdomänen (blau) 
eine passende Zielsequenz auf der Ziel-RNA (schwarz) und bindet. Es kommt zur 
Konformation der katalytischen Domäne (rot). (2) Die Ziel-RNA wird gespalten. (3) DNAzym 
und gespaltene RNA dissoziieren. (4) Das DNAzym ist in der Lage eine neue Ziel-RNA zu 




Durch das zielgerichtete Design der Bindungsdomänen ist es möglich fast jede RNA-
Sequenz als Zielstruktur zu definieren (Santoro und Joyce 1997). Die minimale 
Sequenz-Voraussetzung hierfür ist das Vorliegen einer potentiellen Schnittstelle, 
welche für die 10-23 DNAzyme über ein aufeinander folgendes Purin-Pyrimidin 
Basenpaar definiert ist. Dabei zeigen DNAzyme gegen GU oder AU Schnittstellen 
bessere Aktivität als solche, die gegen GC oder AC Schnittstellen gerichtet sind (Cairns 
et al. 2003). 
Bis heute sind keine natürlich vorkommenden DNA-Moleküle mit enzymatischer 
Aktivität bekannt. Dies wird darauf zurückgeführt, dass DNA in der Natur fast 
ausschließlich in Form eines Doppelstrangs für die Speicherung und Weitergabe 
genetischer Information vorkommt und deswegen keine Möglichkeit erhält katalytisch 
aktive Konformationen zu bilden (Breaker und Joyce 1994). 
Alle heutzutage bekannten DNAzyme wurden durch eine Art künstliches Evolu-
tionssystem, die in vitro-Selektion, entdeckt. Ebenso wie die entdeckten DNAzyme, 
wurde diese Methode mit der Zeit weiterentwickelt, funktioniert dabei in den 
Grundzügen aber immer auf dieselbe Weise. Zu Anfang wurde mit einer großen Anzahl 
unterschiedlicher DNA-Moleküle zufälliger Sequenz und einer Länge von 50 
Nukleotiden gestartet. An das 5‘-Ende des Moleküls wurden ein RNA Substrat sowie 
ein Biotin angehängt. Das RNA-Substrat bestand in den ersten Versuchen aus einem 
einzelnen, in späteren Versuchen aus mehreren (bspw. einer Sequenz von 12) 
Ribonukleotiden. Über das biotinylierte Ende wurde das gesamte Molekül an eine 
Streptavidin-Matrix gekoppelt und danach unter den gewünschten 
Reaktionsbedingungen inkubiert. Moleküle mit DNA-Sequenzen, die in der Lage waren 
das RNA-Substrat zu spalten, konnten sich von der Matrix lösen, aus der Lösung eluiert, 
mittels PCR amplifiziert und in eine weitere Selektionsrunde überführt werden (siehe 
Abb. 6). Nach einer ausreichenden Wiederholung dieser Schritte konnten die 
selektierten DNA-Sequenzen identifiziert, untersucht und modifiziert werden 





Abb. 6 Schematische Darstellung der in vitro-Selektion (modifiziert aus Peracchi (2005)). 
1.4 Arbeitshypothesen und Zielsetzung des Projekts 
Asthma wird vor allem dann gefährlich und führt zu einer hohen Belastung für die 
Betroffenen und die Gesundheitssysteme, wenn es unkontrolliert ist und Exazerbationen 
auftreten. Die häufigste Ursache für diese akuten Verschlechterungen der 
Krankheitssymptomatik sind virale Infekte – insbesondere hervorgerufen durch 
Rhinoviren – gegen die es bislang keine spezifische Behandlung gibt. 
Ziel dieser Arbeit ist es, einen Schritt in Richtung einer kausalen Therapie von 
Rhinovirusinfektionen zu gehen. Konkret sollen spezifische DNAzyme gegen die 
genomische RNA repräsentativer Testviren entwickelt und in in vitro Versuchen auf 
Aktivität getestet werden. Durch die Erstellung einer umfassenden Genom-Datenbank 
erfolgt anschließend anhand einer in silico Analyse die Überprüfung der Abdeckung 
aller bekannten Rhinovirustypen durch die aktiven DNAzyme. Letztlich soll so ein 
DNAzym gefunden werden, das potentiell in der Lage ist die genomische RNA aller 
Rhinoviren zu zerschneiden. Es soll somit für weiterführende Versuche auf dem Weg 
zu einem zukünftigen Mittel gegen Rhinovirus-infektionen und damit der Verhinderung 
von Asthma-Exazerbationen zur Verfügung stehen. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 
2.1 Material 
Tab. 1 Chemikalien und Reagenzien 
Name Katalog-Nr. Hersteller 
Agar-Agar 2266.2 Roth, Karlsruhe, D 
Ammoniumacetat CC574116 Merck, Darmstadt, D 
Ampicillin A0166 Sigma-Aldrich, Steinheim, D 
Borsäure ≥99,8% 6943,1 Roth, Karlsruhe, D 
DEPC-behandeltes Wasser AM9915G 
Ambion-Life Technologies, Waltham, 
MA 
EDTA-Lösung (0,5 M, pH 8,0) AM9260G 
Ambion-Life Technologies, Waltham, 
MA 
Essigsäure (Eisessig) 100% 100063.2500 Merck, Darmstadt, D 
Ethanol Rotipuran® ≥ 99,8% 9065,4 Roth, Karlsruhe, D 
Ethidiumbromid-Lösung (0,07%) A2273,0015 Applichem, Darmstadt, D 
Hefeextrakt 2363.1 Roth, Karlsruhe, D 
MgCl2-Lösung (1 M) AM9530G 
Ambion-Life Technologies, Waltham, 
MA 
Na2EDTA E5134-500G Sigma-Aldrich, Steinheim, D 
NaCl 9265.2 Roth, Karlsruhe, D 
NaCl-Lösung (1 M) AM9760G 
Ambion-Life Technologies, Waltham, 
MA 
NaOH 9356.3 Roth, Karlsruhe, D 
peqGOLD Universal-Agarose 351020 Peqlab, Erlangen, D 
RNase Away® 7003 
Molecular Bio Products, San Diego, 
Ca 
RNaseOUT™ Ribonuclease Inhibitor 10777-019 Invitrogen, Carlsbad, CA 
S.O.C. Medium 15544-034 Thermo Scientific, Waltham, MA 
Trizma® Base T6066-5KG Sigma-Aldrich, Steinheim, D 
Trizma®-Hydrochlorid T5941-100G Sigma-Aldrich, Steinheim, D 
Trypton/Peptone 8952.1 Roth, Karlsruhe, D 
 
Tab. 2 Marker und Ladepuffer 
Name Katalog-Nr. Hersteller 
50-bp DNA Ladder 25-2000 Peqlab, Erlangen, D 
6x DNA Ladepuffer R0611 Thermo Scientific, Waltham, MA 
Gel Loading Buffer II AM8546G 
Ambion–Life Technologies, Carlsbad, 
Ca 
GeneRuler DNA Ladder Mix SM0331 
Fermentas–Fisher Scientific, Schwerte, 
D 
peqGOLD High Range RNA Leiter 26-2111 Peqlab, Erlangen, D 
peqGOLD Low Range RNA Leiter 26-1011 Peqlab, Erlangen, D 
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Tab. 3 Kits 
Name Katalog-Nr. Hersteller 
HiSpeed® Plasmid Maxi Kit 12663 Qiagen, Hilden, D 
HotStarTaq® Master Mix Kit 203443 Qiagen, Hilden, D 
MEGAskript® Sp6 Kit - High Yield 
Transkription 
AM1330 
Ambion–Life Technologies, Waltham, 
MA 
MEGAskript® T7 Kit - High Yield 
Transkription 
- 10x Reaktionspuffer 
- Ribonukleotid-Mix 
- T7 Enzym-Mix 
- Turbo DNase 
AM1334 
Ambion–Life Technologies, Waltham, 
MA 
Omniscript® Reverse Transcription 
Kit 
205110 Qiagen, Hilden, D 
QIAamp® UltraSens Virus Kit 53704 Qiagen, Hilden, D 
QIAprep® Spin Miniprep Kit 27104 Qiagen, Hilden, D 
QIAquick® Gel Extraction Kit 28704 Qiagen, Hilden, D 
RNeasy® Mini Kit (250) 
- Collection Tubes 
- RLT-Puffer 
- RNeasy® Mini spin Säule 
- RPE-Puffer 
74106 Qiagen, Hilden, D 
 
Tab. 4 Restriktionsenzyme und Puffer 
Name Katalog-Nr. Hersteller 
10x Buffer Tango BY5 Thermo Scientific, Waltham, MA 
NcoI ER0575 Thermo Scientific, Waltham, MA 
SpeI ER1251 Thermo Scientific, Waltham, MA 
EcoRI ER0271 Thermo Scientific, Waltham, MA 
10x Buffer EcoRI B12 Thermo Scientific, Waltham, MA 
 
Tab. 5 Vektor Systeme 
Name Katalog-Nr. Hersteller 
pCR®2.1-TOPO Vector System K4500 Thermo Scientific, Waltham, MA 
pGEM®-T Easy Vector System II 
- pGEM®-T Easy Vektor 
- Control Insert DNA 
- JM109 High Efficiency 
Competent Cells 
- 2x Rapid Ligation Buffer 








Promega, Madison, WI 
 
Tab. 6 Verbrauchsmaterialien 
Name Katalog-Nr. Hersteller 
Handschuhe 
- Vasco Nitril White 







Braun, Melsungen, D 
NOBA Verbandmittel Danz, 
Wetter, D 
Pipettenspitzen 
- Biosphere® Filter Tip 20 




Sarstedt, Nümbrecht, D 
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Name Katalog-Nr. Hersteller 
- Biosphere® Filter Tip 1000 70762211 
Reaktionsgefäße 
- PCR-Gefäße farblos, 0,2 ml 
- PCR Soft-Tubes, 0,5 ml 
 
- Multi-SafeSeal Tubes, 1,5 ml 
- Cellstar® Tubes 50 ml 
- Cellstar® Tubes 15 ml 










Brand, Wertheim, D 
Biozym Scientific,  
Hess. Oldendorf, D 
Carl Roth, Karlsruhe, D 
Greiner Bio-One, 
Frickenhausen, D 
Sarstedt, Nümbrecht, D 
 
Tab. 7 Geräte 
Name Katalog-Nr. Hersteller 
Eis-Maschine AF80 Scotsman, Ipswich, UK 
Elektrophoresegel-Kamm 20 wells 40121420C Peqlab, Erlangen, D 
Elektrophoresekammer 401214 Peqlab, Erlangen, D 
Elektrophoresis Power Supply EPS 3500  Pharmacia 
Gefrierschrank HERAfreeze™ HFU T 
Series (-80°C) 
 
Thermo Scientific, Waltham, 
MA 
Gefrierschrank Liebherr Mediline (-20°C)  Liebherr, Bulle, Schweiz 
Gel-Station Fusion FX7  Peqlab, Erlangen, D 
Kühlschrank Liebherr Premium (4°C)  Liebherr, Bulle, Schweiz 
Laborabzug, geregelt DS DG03-1200 Wesemann, Syke, D 
Mikrowelle  LG, Südkorea 
MSC Advantage Biological Safety Cabinet 51025427 
Thermo Scientific, 
Langenselbold, D 
NanoDrop™ 2000c Spectrophotometer F866 
Thermo Scientific, Waltham, 
MA 
Pipetten 
- 1000 µl 
- 100 µl 





Eppendorf, Hamburg, D 
Reax Top Vortexer 54110000000 Heidolph, Schwabach, D 
ThermoCell Cooling and Heating Block HB-202 
Biozym Scientific, Hess. 
Oldenburg, D 
Waage L420S-D Sartorius, Göttingen, D 
Wasserbad 10652309J GFL, Burgwedel, D 
Zentrifugen 
- Millifuge CT10 
- Mikro 200R 








Hitachi Koki, Japan 
Hettich, Tufflingen, D 
Kendro Lab. Prod., Osterode, 
D 
 
Tab. 8 Software 
Name Hersteller 
Clustal Omega – Multiple Sequence Alignment 
Europäisches Bioinformatik-Institut, Hinxton, 
GB 
LabImage 1D Kapelan Bio-Imaging, Leipzig, D 
Microsoft Excel Microsoft Corporation, Redmond, WA 
Microsoft Word Microsoft Corporation, Redmond, WA 




In den folgenden Tabellen sind alle verwendeten DNAzyme und Oligonukleotide 
aufgeführt. Die Sequenzen sind dabei von links nach rechts in 5‘-3‘-Richtung 
aufgeführt. Die Bindungsdomänen sind in Großbuchstaben angegeben, während die 
katalytische Domäne klein geschrieben ist. Die Bindungsdomäne am 5‘-Ende des 
DNAzyms wird als linke, die Bindungsdomäne am 3‘-Ende des DNAzyms als rechte 
Bindungsdomäne bezeichnet. Bei keiner abweichenden Angabe wurden alle 
Oligonukleotide von der Firma BioSpring GmbH aus Frankfurt in Deutschland 
hergestellt. 










































































































































































































































































































































Tab. 10 Andere Oligonukleotide 
Name Sequenz 
HRV-16 5‘-UTR reverser Primer GTGGGTATGCCTTTCTCCAA 
HRV-16 5‘-UTR vorwärts gerichteter Primer TTCCCCGGTCAAAGTTGATA 
HRV-16 CRE reverser Primer ACCGAGCATGTGTATGTAATCAGT 
HRV-16 CRE vorwärts gerichteter Primer ATCCAGATATGGAACTGTAGTCACC 
HRV-1B 5‘-UTR reverser Primer GCCACAAGCTTCAACAGATG 
HRV-1B 5‘-UTR vorwärts gerichteter Primer CGCAAAGTGCCTACACAGAG 
HRV-1B CRE reverser Primer CCATTACCAAAGGCCTCTCC 
HRV-1B CRE vorwärts gerichteter Primer CACCAATGATATGGGAACCA 
HRV-29 5‘-UTR reverser Primer GAGGCTCCACTTGATGCAG 
HRV-29 5‘-UTR vorwärts gerichteter Primer CACTTCTGTTTCCCCGGTTT 
HRV-29 CRE reverser Primer CCTCCCCACCTGCAGTAAT 
HRV-29 CRE vorwärts gerichteter Primer ATGTAAAGGCGTGGTGTCCT 
Loopbreaker23 GAAACACGGACACCCAAAGTAGT 
SP6 Primer (Seqlab, Göttingen, D) ATTTAGGTGACACTATAG 
 
2.1.2 Verwendete RNA Fragmente 
Im Folgenden sind die Sequenzen aller RNA Fragmente der Testviren aufgeführt, wie 
sie nach Linearisierung des Plasmids mit SpeI und Synthese mit T7-Polymerase (HRV-
29 CRE Fragment wurde mit NcoI linearisiert und mit SP6 synthetisiert) für die 
Spaltungsprüfungen benutzt wurden. Alle Fragmente enthalten an den Enden 
Sequenzabschnitte des pGEM®-T Easy Vektors sowie fett gedruckt die Virus-Sequenz. 
Unterstrichen sind die den Primern entsprechenden Sequenzen, welche für die 
Amplifikation benutzt wurden. 
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Die zur Kontrolle verwendete humane GATA3 RNA entspricht annähernd der NCBI 
Referenz Sequenz NM_001002295.1 und wurde von Mitarbeitern des Labors in einem 
cDNA enthaltenden pCR®2.1-TOPO Vektor bereitgestellt. Die Linearisierung des 
Plasmids erfolgte mittels SpeI, die RNA-Synthese mittels T7-Polymerase. 
2.2 Methoden 
Die Arbeit lässt sich in zwei große Bereiche aufteilen. In silico mussten die DNAzyme 
entworfen, eine Virusdatenbank erstellt, die Sequenzen der verschiedenen Viren 
analysiert und miteinander verglichen werden. Die Überprüfung der katalytischen 
Aktivität der DNAzyme erfolgte anhand von Spaltungsprüfungen in vitro, bei denen die 
RNA der Testviren mit den zu testenden DNAzymen inkubiert und danach mit Hilfe 
von Gelelektrophorese auf den Verdau in kleinere Bestandteile überprüft wurde. Bei der 
Optimierung der gefundenen funktionellen DNAzyme wurden die Aktivitäten in den 
Spaltungsprüfungen quantitativ beurteilt und dafür mit dem Programm LabImage 1D 
densitometrisch ausgewertet. 
2.2.1 Arbeit in silico 
2.2.1.1 DNAzym-Design 
Alle verwendeten DNAzyme wurden nach den allgemeinen Charakteristika der 10-23 
DNAzyme hergestellt. Ihre Sequenz lässt sich in einen mittleren, katalytisch aktiven 
Abschnitt und zwei äußere Abschnitte, die als Bindungsarme fungieren, einteilen. Der 
mittlere Abschnitt besteht bei jedem DNAzym vom 10-23 Typ aus der gleichen 
Basensequenz: GGCTAGCTACAACGA (Santoro und Joyce 1997). Die Abschnitte der 
Bindungsarme wurden komplementär zu den Genom-Sequenzen um die Schnittstelle 
der Testviren HRV-1B, -16 und -29 hergestellt und variieren deswegen in Abhängigkeit 
von der zu ihnen komplementären Zielsequenz. 
Während der Screening Phase der Arbeit wurden zuerst alle theoretisch möglichen 
Schnittstellen innerhalb der genomischen Zielabschnitte identifiziert. Hierbei wurde 
jedes Guanin-Uracil (GU) Basenpaar als direkte Schnittstelle berücksichtigt und anhand 
der umliegenden Basensequenzen die Bindungsarme mit einer Länge von jeweils 9 
Basen entworfen. Da sich die DNAzyme mit ihren Bindungsarmen komplementär an 
Material und Methoden 
34 
 
die Zielsequenzen anlagern und diese erkennen sollen, wurde der linke Bindungsarm, 
am 5‘-Ende jedes DNAzyms, revers komplementär zu den 8 Basen der Zielsequenz in 
3‘-Richtung neben der Schnittstelle entworfen. Entsprechend wurde der rechte 
Bindungsarm des DNAzyms, in 3‘-Richtung neben dem mittleren Abschnitt liegend, 
revers komplementär zu den 9 Basen der Zielsequenz in 5‘-Richtung vor der 
Schnittstelle konstruiert. 
Nach abgeschlossener Screening Phase und in silico Analyse der DNAzyme wurden 
weitere DNAzyme hergestellt. Diese unterschieden sich von den vorherigen 
Oligonukleotiden in der Länge ihrer Bindungsarme. Eine Ausnahme bildeten die 
DNAzyme Du1B-AU und Du16/29-AU. In diesem speziellen Fall diente anstatt eines 
GU Basenpaares ein Adenin-Uracil (AU) Basenpaar als Schnittstelle und die 
umliegenden Basen als Vorlage für die Konstruktion der Bindungsarme. 
Im speziellen Fall des Moleküls Loopbreaker23 wurde lediglich ein Oligonukleotid 
hergestellt, das revers komplementär zu der Virus-RNA Sequenz ist und 
dementsprechend keine katalytische Domäne enthält. 
Im Rahmen der Optimierung der DNAzyme wurden Längenvarianten der bereits 
gefundenen funktionellen DNAzyme hergestellt. Dies bedeutet, dass die Länge der 
Bindungsdomänen variiert wurde, um die Eigenschaften der DNAzyme zu 
beeinflussen. 
2.2.1.2 Erstellung der Virusgenom-Datenbank 
Die Virusgenom-Datenbank wurde anhand der Genom-Listen aus der Veröffentlichung 
„Proposals for the classification of human rhinovirus species A, B and C into 
genotypically assigned types“ (McIntyre et al. 2013) erstellt. All jene Sequenzen, von 
denen eine komplette Genomsequenz gelistet ist, wurden berücksichtigt und anhand der 
Genbank Zugangsnummern in den Datenbanken des National Center for Biotechnology 
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) gesucht und heruntergeladen. Sofern die 
Virustypen mehrmals isoliert und das komplette Genom sequenziert worden ist, wurden 
alle Isolierungssequenzen berücksichtigt und in die Datenbank aufgenommen. 
Insgesamt umfasst diese Datenbank 322 Genomsequenzen: 76 Typen mit 197 Isolaten 
aus der Spezies HRV-A, 30 Typen mit 68 Isolaten aus HRV-B und 31 Typen mit 57 
Isolaten zugehörig HRV-C. In der folgenden Tabelle (Tab. 17) sind alle Virustypen und 
ihre verfügbaren Isolate mit den Genbank-Zugangsnummern aufgelistet. 
Tab. 17 Auflistung der berücksichtigten Virustypen 
Virustyp Genbank-Zugangsnummern aller Isolate 
HRV-A1 D00239.1; FJ445111.1; JN815255.1; JN837694.1 
HRV-A2 X02316.1 
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Virustyp Genbank-Zugangsnummern aller Isolate 
HRV-A7 DQ473503.1; FJ445176.1 
HRV-A8 FJ445113.1; FJ445170.1 
HRV-A9 FJ445177.1; FJ445114.1; FJ445115.1 
HRV-A10 DQ473498.1; FJ445178.1; JN798575.1; JN798582.1; JN541269.1; JN815247.1 
HRV-A11 EF173414.1 
HRV-A12 EF173415.1; HQ123441.1; JF781511.1 
HRV-A13 FJ445116.1; FJ445117.1 
HRV-A15 DQ473493.1; JN541268.1 
HRV-A16 
L24917.1; JN562722.1; JN614992.1; JN798564.1; JN798574.1; JN815253.1; 
JN990704.1; JX074057.1 
HRV-A18 FJ445118.1; JF781496.1; JF781508.1 
HRV-A19 FJ445119.1; JQ747746.1; JQ747750.1 
HRV-A20 FJ445120.1; JN541270.1; JN614993.1; JN798571.1; JQ994494.1 
HRV-A21 FJ445121.1; JN837693.1; JQ747747.1 
HRV-A22 FJ445122.1 
HRV-A23 DQ473497.1; JN621244.1; JN815254.1; JN837696.1 
HRV-A24 EF173416.1; FJ445190.1; JN798563.1 
HRV-A25 FJ445123.1 
HRV-A28 DQ473508.1; JN798577.1; JN798580.1; JQ747751.1 
HRV-A29 DQ473499.1; FJ445125.1 
HRV-A30 DQ473512.1; FJ445179.1; JN798557.1 
HRV-A31 FJ445126.1 
HRV-A32 FJ445127.1 
HRV-A33 FJ445128.1; JN815250.1; JN990707.1 
HRV-A34 DQ473501.1; FJ445189.1; JF781510.1; JF781512.1; JN562720.1 
HRV-A36 
DQ473505.1; JF781497.1; JN614994.1; JN621243.1; JN798583.1; JN798584.1; 
JN815241.1; JN815242.1; JN815246.1; JN837697.1; JX074050.1 
HRV-A38 DQ473495.1; FJ445180.1; JQ994496.1 
HRV-A39 AY751783.1 
HRV-A40 FJ445129.1; JN798579.1; JQ245967.1; JX074051.1 
HRV-A41 DQ473491.1 
HRV-A43 FJ445131.1; JN815237.1 
HRV-A45 FJ445132.1 
HRV-A46 DQ473506.1 
HRV-A47 FJ445133.1; GQ223229.1; JN837692.1 
HRV-A49 DQ473496.1; FJ445134.1; JN621241.1; JN798561.1; JN798589.1 
HRV-A50 FJ445135.1 
HRV-A51 FJ445136.1; JN562725.1 
HRV-A53 DQ473507.1; JN798587.1 
HRV-A54 FJ445138.1; FJ445139.1; FJ445173.1 
HRV-A55 DQ473511.1; JQ837718.1 
HRV-A56 FJ445140.1; EU840727.1 
HRV-A57 FJ445141.1 
HRV-A58 FJ445142.1; JX025558.1 
HRV-A59 DQ473500.1; JN541266.1 
HRV-A60 FJ445143.1; JN798590.1 
HRV-A61 FJ445144.1; JN798560.1 
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Virustyp Genbank-Zugangsnummern aller Isolate 
HRV-A62 FJ445145.1 
HRV-A63 FJ445146.1 
HRV-A64 EF173417.1; FJ445181.1 
HRV-A65 FJ445147.1; JF781504.1; JQ245966.1 
HRV-A66 FJ445148.1; JN112340.1; JN621246.1; JQ837715.1 
HRV-A67 FJ445149.1; JN621245.1 




HRV-A75 DQ473510.1; JF781503.1; JN837690.1 
HRV-A76 DQ473502.1; FJ445182.1; JN815238.1; JX074049.1; JX074055.1 
HRV-A77 FJ445154.1 
HRV-A78 EF173418.1; FJ445183.1 
HRV-A80 FJ445156.1; JN798586.1; JN798576.1; JN990705.1 
HRV-A81 FJ445157.1; FJ445158.1; FJ445159.1; HQ123442.1 
HRV-A82 DQ473509.1; FJ445160.1; JN798556.1; JN798585.1; JQ837722.1 
HRV-A88 DQ473504.1 
HRV-A89 M16248.1; FJ445165.1; FJ445166.1; FJ445184.1; JQ837716.1; JQ837719.1 
HRV-A90 FJ445167.1 
HRV-A94 EF173419.1; FJ445185.1 
HRV-A96 FJ445171.1 
HRV-A100 FJ445175.1 
HRV-A101 GQ415051.1; GQ415052.1; JQ245965.1 
HRV-A102 EF155421.1 
HRV-A103 JF965515.1; JQ747749.1; JQ994499.1 
HRV-A104 JN562727.1; JX074047.1; JX193797.1 
HRV-A105 JN614995.1; JN990699.1 
HRV-A106 JQ245971.1; JX025555.1 
HRV-B3 DQ473485.1; EF173422.1 
HRV-B4 DQ473490.1; JN798573.1 
HRV-B5 FJ445112.1 
HRV-B6 DQ473486.1; JN562723.1; JQ747745.1; JQ747748.1; JX193795.1 
HRV-B14 L05355.1; K02121.1; X01087.1 
HRV-B17 EF173420.1 
HRV-B26 FJ445124.1 
HRV-B27 EF173421.1; FJ445186.1 
HRV-B35 DQ473487.1; FJ445187.1 
HRV-B37 EF173423.1 
HRV-B42 FJ445130.1; JN562724.1; JF781498.1; JF781507.1 
HRV-B48 DQ473488.1; JN990698.1 
HRV-B52 EF173424.1; FJ445188.1 
HRV-B69 FJ445151.1; HQ123445.1; JN562721.1; JQ245970.1 
HRV-B70 DQ473489.1; JQ245974.1 
HRV-B72 FJ445153.1; GU968948.1; JN562726.1; JN614997.1; JN798562.2; JQ245969.1 
HRV-B79 FJ445155.1 
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Virustyp Genbank-Zugangsnummern aller Isolate 
HRV-B83 FJ445161.1; JN990701.1 
HRV-B84 









HRV-B101 JF781500.1; JF781501.1; JX074052.1 
HRV-B102 JX074053.1 
HRV-B103 JN614996.1; JN798572.1; JQ245972.1; JQ837717.1; JQ994497.1 
HRV-B104 FJ445137.1; JF781506.1 
HRV-C1 EF077279.1; HQ123443.2 
HRV-C2 EF077280.1; JN815248.1; JN837695.1; JN990703.1; JQ245968.1; JX025557.1 
HRV-C3 EF186077.2; JN798567.1; JN990700.1 
HRV-C4 EF582385.1; JF781509.1 
HRV-C5 EF582386.1 
HRV-C6 EF582387.1; JF317016.1; JN990702.1 
HRV-C7 DQ875932.2; JN798559.1; JN798570.1; JN837689.1; JX025556.1 





HRV-C15 GU219984.1; JF317014.1; JN837688.1 
HRV-C17 JN815240.1; JN815244.1 
HRV-C22 JN621242.1 
HRV-C25 HQ123440.1; JF317013.1; JN837685.1 
HRV-C26 JX193796.1 
HRV-C28 JN798569.1 






HRV-C40 JF781505.1; JN815251.1 
HRV-C41 JN798565.1 
HRV-C42 JQ994500.1 
HRV-C43 JN837687.1; JX074056.1 
HRV-C45 JN837686.1 
HRV-C49 JF907574.1 
HRV-C51 JF317015.1; JX291115.1 
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2.2.1.3 Analyse der Virusgenomsequenzen 
Die Virusgenomsequenzen in der erstellten Datenbank wurden auf vielfältige Weise 
benutzt und ausgewertet. 
Um zu überprüfen wie viele der Virusstammisolate durch die aktiven DNAzyme aus 
den Screening-Untersuchungen abgedeckt werden können, wurden alle Ge-
nomsequenzen auf das Vorhandensein der DNAzym-Zielsequenzen überprüft. Im Falle 
der DNAzyme mit Schnittstellen im Bereich der 5‘-UTR wurden außerdem alle 
Genomsequenzen, die keine Zielsequenzen enthielten, auf die Sequenzbeschaffenheit 
im Bereich der DNAzym Schnittstelle untersucht. So wurde unterschieden zwischen 
Virusstammisolaten mit bekannt unpassenden Sequenzen und solchen, deren Sequenz 
im Bereich der DNAzym Schnittstelle nicht ausreichend sequenziert ist (siehe Tab. 22). 
Anhand dieser Daten konnten genaue prozentuale Angaben zur Abdeckung der 
Virusstammisolate durch die gefundenen DNAzyme errechnet werden (siehe Tab. 18 
und Tab. 19). 
Mit dem Serviceprogramm Clustal Omega des Europäischen Bioinformatik-Instituts 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) wurden außerdem Sequenz-alignments der 
viralen Genome zur besseren Übersicht erstellt. Durch jene geordneten Auflistungen 
war es möglich, die Bereiche um die empfänglichen Schnittstellen zu identifizieren und 
genau zu untersuchen, an welchen Stellen, welche Sequenzvariationen für Lücken in 
der Abdeckung durch DNAzyme verantwortlich sind. Ebenso konnten die Virusgenome 
auf weitere mögliche Schnittstellen untersucht werden (siehe Abschnitt 3.2.1), die in 
den Screening-Untersuchungen nicht berücksichtigt wurden, aber eine Abdeckung fast 
aller Virustypen ermöglichen. 
2.2.2 Experimente in vitro 
2.2.2.1 Vorbereitung - Plasmid-Konstruktion 
Vor Beginn der Arbeit wurde durch Dr. Daniel P. Potaczek und Dr. Christoph 
Hudemann, Mitglieder der Arbeitsgruppe, genomische RNA der Viren HRV-1B, -16 
und -29 aus bereitgestellten Proben von Prof. Sebastian Johnston, einem externen 
Mitarbeiter vom Imperial College in London, isoliert, in cDNA umgewandelt und für 
die Amplifikation in einen Plasmid Vektor inseriert. 
Dazu erfolgte zuerst die Isolation der Virus-RNA mittels des QIAamp® UltraSens 
Virus Kits mit anschließender Zwischenlagerung bei -80°C. Nach einem 
Prädenaturierungsschritt bei 65°C für 5 Minuten folgte im Weiteren die Synthese von 
cDNA mit dem Omniscript® Reverse Transcription Kit unter Zugabe von 
RNaseOUT™ Ribonuclease Inhibitor. Die synthetisierte cDNA wurde bei -20°C 
gelagert bis dann, mit Hilfe des HotStarTaq® Master Mix Kits und passenden Primern, 
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die 5‘-UTR und CRE Regionen amplifiziert wurden. Als Temperatur für die 
Primerhybridisierung wurden 54°C verwendet. Anschließend folgte die Separation der 
PCR Produkte durch Gelelektrophorese auf einem 2 prozentigem DNA-Agarose-Gel 
und deren Extraktion aus dem Gel mit dem QIAquick® Gel Extraction Kit. 
Die dadurch gereinigten PCR Produkte wurden dann zwecks Klonierung in einen 
pGEM®-T Easy Vektor integriert. Die Ligation des PCR Fragments mit dem Vektor 
wurde mittels T4 DNA-Ligase und 2x Rapid Ligation Buffer durchgeführt.  
Im weiteren Verlauf wurden kompetente Zellen (JM109 High Efficiency Competent 
Cells) mit den Ligationsprodukten transformiert, gefolgt von einer kurzen Kultivierung 
in S.O.C. Medium, bevor die transformierten Bakterien auf LB Agar Platten überführt 
und über Nacht kultiviert wurden. Die LB Agar Platten wurden aus 5 g 
Trypton/Peptone, 2,5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, 7,5 g Agar-Agar und 460 ml VE-Wasser 
mit Zugabe von Ampicillin (100 µg/ml) hergestellt. Positive Kulturen wurden von den 
Agar Platten in Mini-Preps transferiert und eine Nacht mit Standard LB Medium (10 g 
Trypton/Peptone, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl und 960 ml VE-Wasser) mit Ampicillin 
(100 µg/ml) kultiviert. Anschließend wurde mittels des QIAprep® Spin Miniprep Kits 
die Plasmid DNA isoliert. Überprüfung der Klonierungseffektivität erfolgte anhand von 
Verdau mit dem Restriktionsenzym EcoRI und anschließender Gelelektrophorese auf 
einem 1,5 prozentigem DNA-Agarosegel sowie Sequenzierung des Plasmids in der 
Region der inserierten Bereiche mit Hilfe eines Standard SP6 Primers. Basierend auf 
diesen Ergebnissen wurden die Bakterien mit den gewünschten Klonen ausgewählt und 
für Maxi-Preps erneut über Nacht in Standard LB Medium mit Ampicillin expandiert. 
Die Isolierung der Plasmid DNA erfolgte mittels HiSpeed® Plasmid Maxi Kit. Nach 
erneuter Kontroll-Sequenzierung mit dem Standard SP6 Primer wurden die isolierten 
Plasmide bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. 
2.2.2.2 RNA-Herstellung aus Plasmiden 
Aus den freundlicherweise von Dr. Daniel P. Potaczek hergestellten cDNA ent-
haltenden Plasmiden wurde mit Hilfe des MEGAskript® T7 Kits (sowie des 
MEGAskript® SP6 Kits im Falle der CRE Region von HRV-29) Virus RNA der 5‘-
UTR und CRE Regionen von HRV-1B, -16 und -29 hergestellt (für Sequenzen siehe 
Abschnitt 2.1.2) und danach durch Verwendung des RNeasy® Mini Kits gereinigt. 
Zuvor musste jedoch linearisierte DNA aus den zirkulären Plasmiden hergestellt 
werden. 
2.2.2.2.1 Plasmid-Linearisierung 
Für diesen Schritt wurden je Mikrogramm zu linearisierende DNA-Probe, welche in 
Form des pGEM®-T Easy Vektors (oder für GATA3 in Form des pCR®2.1 TOPO 
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Vektors) vorlag, ein Gemisch aus DNA-Probe, 10 U (1 µl) Restriktionsenzym, 1 µl 
Puffer (10x Buffer Tango) und Wasser mit einem Gesamtvolumen von 10 µl hergestellt. 
Dabei wurde für Linearisierung der Plasmide mit Sequenzen von GATA3, der 5‘-UTR 
von HRV -1B, -16 und -29 sowie der CRE Region von HRV -1B und -16 das 
Restriktionsenzym SpeI genutzt. Für das Plasmid mit der Sequenz der CRE Region von 
HRV-29 wurde das Restriktionsenzym NcoI verwendet. Die Ansätze wurden für 90 
Minuten bei 37°C inkubiert und danach auf Eis gestellt. 
2.2.2.2.2 DNA-Fällung 
Um die DNA aus der Lösung zu fällen, wurden pro Mikrogramm linearisierter DNA-
Probe 20 µl eisgekühltes Ethanol, 1,5 µl EDTA-Lösung (0,5 M) und 3 µl 
Ammoniumacetat-Lösung (5 M) hinzugegeben. Der Ansatz wurde gemischt und kurz 
herunterzentrifugiert. Es folgte eine Inkubation für 20 Minuten bei -20°C. Danach galt 
es den Ansatz für 15 Minuten bei 14000 rpm und 4°C zu zentrifugieren. Der Überstand 
wurde mit einer Pipette entfernt und das Reaktionsgefäß für 30 Minuten offen bei 
Raumtemperatur stehen gelassen. Danach wurde das glasige Pellet in 8 µl RNase freiem 
Wasser, pro Mikrogramm enthaltener DNA, resuspendiert. 
2.2.2.2.3 Überprüfung der erfolgreichen Linearisierung 
Um die erfolgreiche Linearisierung der Plasmide zu überprüfen, wurde aus jeder Probe 
mit linearisiertem Plasmid ein 500 ng DNA enthaltendes Volumen entnommen und auf 
ein DNA-Agarose-Gel aufgetragen (siehe Abschnitt 2.2.2.4). Zur Kontrolle wurden 
Proben mit gleicher Menge an zirkulärem Plasmid aufgetragen. Die Linearisierung 
wurde als erfolgreich gewertet (und die DNA-Probe weiterverwendet), wenn eine klar 
abzugrenzende Bande mit zum Virus-Plasmid Fragment passender Länge auf dem 
Gelbild zu erkennen war. 
2.2.2.2.4 In vitro Transkription 
Je 8 µl des in Wasser resuspendierten, linearisierten Plasmids wurden mit 8 µl 
Ribonukleotid-Mix, 2 µl 10x Reaktionspuffer und 2 µl T7 Enzym-Mix vermischt. Der 
Ribonukleotid-Mix wurde zu je 25% aus 75 mM ATP, CTP, GTP und UTP hergestellt. 
Nachdem der Reaktionsansatz vermischt und kurz herunterzentrifugiert worden war, 
folgte eine Inkubation für 2 Stunden bei 37°C. Nach Ablauf dieser Zeit wurde 1 µl 
Turbo DNase hinzugefügt, vermischt, herunterzentrifugiert und erneut bei 37°C, 
diesmal für 15 Minuten inkubiert. 
2.2.2.2.5 Aufreinigung von RNA 
Die 21 µl Probevolumen aus der in vitro Transkription wurden mit 79 µl DEPC-
behandeltem Wasser auf ein Volumen von 100 µl eingestellt und unter Hinzugabe von 
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350 µl RLT-Puffer gut vermischt. Als nächstes wurden 250 µl Ethanol (96-100%) 
addiert. Das Gesamtvolumen von 700 µl wurde nach erneut gutem Mischen auf eine 
RNeasy® Mini spin Säule aufgetragen und in ein 2 ml Collection Tube platziert. 
Daraufhin wurde für 15 Sekunden bei 8000 g zentrifugiert. Das Filtrat im Collection 
Tube wurde verworfen und die Säule mit 500 µl RPE-Puffer beladen. Es folgte ein 
weitere 15 Sekunden bei 8000 g in der Zentrifuge und eine erneute Entsorgung des 
Filtrats. Danach wurde die Säule zum zweiten Mal mit 500 µl RPE-Puffer beladen und 
diesmal für 2 Minuten bei 8000 g zentrifugiert. 
Die gereinigte Probe wurde dann in der RNeasy® Spin Säule in ein 1,5 ml Sammelgefäß 
überführt. Zur Elution wurde die Säule mit 50 µl DEPC-behandeltem Wasser beladen, 
1 Minute gewartet um das Wasser einwirken zu lassen und danach für 1 Minute bei 
8000 g zentrifugiert. Die erhaltene Probe im Sammelgefäß wurde zur späteren Messung 
der Konzentration auf Eis gestellt. Die Säule wurde auf ein neues Sammelgefäß platziert 
und der Elutionsschritt mit einem Volumen von 30 µl DEPC-behandeltem Wasser 
wiederholt. 
2.2.2.3 Konzentrationsmessung von Nukleinsäure-Lösungen 
Die Konzentrationen der Nukleinsäure-Lösungen wurden mit dem NanoDrop™ 2000c 
Spectrophotometer bestimmt. Als Leerprobe wurde 1 µl DEPC-behandeltes Wasser 
verwendet. Vor der Messung der eigentlichen Probe wurde diese gut durchmischt und 
dann 1 µl auf die Messvorrichtung aufgetragen. 
2.2.2.4 DNA-Agarose-Gel 
Die Gele für die DNA-Gelelektrophorese wurden aus Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE-
Puffer) und Agarose hergestellt. Bei der Vorbereitung des TBE-Puffers wurden 
Trizma® Base und Borsäure in vollentsalztem (VE-)Wasser gelöst, Na2EDTA 
hinzugegeben und mit VE-Wasser aufgefüllt, sodass eine Arbeitslösung mit 89 mM 
Trizma® Base, 89 mM Borsäure und 2 mM Na2EDTA entstand. Nach Abmessen von 
0,8 g Agarose wurden 110 ml TBE-Puffer hinzugegeben, im Erlenmeyerkolben 
vermischt und danach in der Mikrowelle erhitzt bis keine Schlieren mehr in der Lösung 
zu erkennen waren. Daraufhin erfolgte die Zugabe eines Tropfens Ethidiumbromid-
Lösung, der unter leichtem Schwenken gleichmäßig verteilt wurde. Die fertige Lösung 
wurde in den vorbereiteten Schlitten mit Kamm gegossen, darauf bedacht keine 
Luftblasen entstehen zu lassen, und für 30 Minuten zum Aushärten stehen gelassen. 
Danach war das 0,8% Gel fertig zum Überführen in die mit TBE-Laufpuffer gefüllte 
Elektrophorese-Kammer. Es wurde ein Tropfen Ethidiumbromid-Lösung in das untere 
Ende der Elektrophorese-Kammer gegeben und dann jeweils 500 ng DNA pro Tasche 
aufgetragen. Dies entsprach, je nach Konzentration, 0,7-4,0 µl Plasmid. Jede Probe 
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wurde mit DEPC-Wasser auf 10 µl angeglichen und mit je 2 µl 6x DNA Ladepuffer 
versetzt, vermischt, kurz herunter zentrifugiert und komplett aufgetragen. Als 
Längenmarker wurden zwei Proben mit je 1 µl Längenmarker (50-bp DNA Ladder 
sowie GeneRuler DNA Ladder Mix), 9µl Wasser und 2 µl 6x DNA Ladepuffer benutzt. 
Nach einer Stunde Laufzeit bei 120 V wurden die Ergebnisse an der Gel-Doku-
mentationsstation visualisiert und festgehalten. 
2.2.2.5 RNA-Agarose-Gel Herstellung 
Die Gele für die RNA-Gelelektrophorese wurden aus Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-
Puffer) und Agarose hergestellt. Bei der Vorbereitung des TAE-Puffers wurde Trizma® 
Base in Millipore-Wasser gelöst, Na2EDTA und Eisessig hinzugegeben und mit 
Millipore-Wasser aufgefüllt, sodass eine Arbeitslösung mit 40 mM Trizma® Base, 1 
mM Na2EDTA und 20 mM Eisessig entstand. Nach Abmessen von 2,5 g Agarose 
wurden 110 ml TAE-Puffer hinzugegeben, im Erlenmeyerkolben vermischt und danach 
in der Mikrowelle erhitzt bis keine Schlieren mehr in der Lösung zu erkennen waren. 
Daraufhin erfolgte die Zugabe eines Tropfens Ethidiumbromid-Lösung, der unter 
leichtem Schwenken gleichmäßig verteilt wurde. Die fertige Lösung wurde in den 
vorbereiteten Schlitten mit Kamm gegossen, darauf bedacht keine Luftblasen entstehen 
zu lassen, und für 30 Minuten zum Aushärten stehen gelassen. Danach war das 2,5% 
Gel fertig zum Überführen in die mit TAE-Laufpuffer gefüllte Elektrophorese-Kammer. 
Ein weiterer Tropfen Ethidiumbromid-Lösung wurde direkt in die Gelelektrophorese-
Kammer gegeben, um anschließend die RNA-Proben in die Geltaschen zu füllen. 
2.2.2.6 Testung der katalytischen Aktivität der DNAzyme in vitro 
Zur Überprüfung der katalytischen Eigenschaften der DNAzyme wurden Spal-
tungsprüfungen durchgeführt. Dabei wurde Virus-RNA mit den zu testenden 
DNAzymen versetzt, unter standardisierten Reaktionsbedingungen inkubiert und das 
Reaktionsergebnis anhand einer Gelelektrophorese überprüft und dokumentiert.  
Zu Beginn wurde ein TNM-Mix, bestehend aus gleichen Mengen 500 mM Trizma®-
Hydrochlorid (mit vorher eingestelltem pH-Wert von 7,4), 1 M NaCl und 10 mM MgCl2 
(aus 1 M MgCl2 mit DEPC-freiem Wasser verdünnt), hergestellt. 
2.2.2.6.1 Qualitative Testung 
Für die qualitative Testung der DNAzyme wurden, soweit nicht abweichend angegeben, 
pro Probe 3 µl des TNM-Mix mit 1,5 µl (150 ng) Virus-RNA und 2 µl (20 pmol) 
DNAzym in ein eisgekühltes Reaktionsgefäß gegeben, mit DEPC-behandeltem Wasser 
auf ein Gesamtvolumen von 10 µl aufgefüllt und vermischt. Als Negativ-Probe wurde 
bei jedem Versuch zu einer Probe kein DNAzym hinzugegeben und die 
Volumendifferenz mit DEPC-behandeltem Wasser ausgeglichen. Neben den Proben 
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mit Virus-RNA wurden bei jeder Spaltungsprüfung auch zwei Proben mit 250 ng 
humaner GATA3-RNA angesetzt, von der eine als Positiv-Kontrolle mit 10 pmol des 
DNAzyms hgd40, die andere als Negativ-Kontrolle mit DEPC-behandeltem Wasser 
versetzt wurde. Die Reaktionsansätze wurden für eine Stunde bei 37°C inkubiert, 
anschließend wieder auf Eis gegeben und jeweils 5 µl RNA Loading Buffer 
hinzugegeben. Zusätzlich wurde je ein neues Reaktionsgefäß mit 1 µl High Range RNA 
Leiter und Low Range RNA Leiter gefüllt sowie jeweils mit 9 µl DEPC-behandeltem 
Wasser und 5 µl RNA Loading Buffer aufgefüllt. Alle Ansätze wurden vermischt und 
dann für 10 Minuten bei 65°C inkubiert, bevor die Proben auf ein RNA-Gel aufgetragen 
wurden. Die Proben liefen für 40 Minuten bei 120 Volt und wurden danach zum ersten 
Mal orientierend ausgewertet. Es folgten mindestens weitere 15 Minuten Laufzeit bei 
120 Volt bis zur eindeutigen Auftrennung der einzelnen Banden und der endgültigen 
Auswertung mittels Gel-Station Fusion FX7 Analysekamera. 
Ein schneidendes DNAzym ist in der Lage die Ziel-RNA an der Schnittstelle in zwei 
Stücke zu teilen, sodass auf dem Gelbild neben der ungeschnittenen RNA-Bande zwei 
weitere Banden, die kürzeren Spaltprodukte, zu erkennen sind. Als Negativ-Kontrolle 
wurde in jedem Versuch mit qualitativer Testung eine Probe viraler RNA mit Wasser 
anstatt DNAzym inkubiert und aufgetragen. Entsprechend darf in dieser Probe nur die 
Bande der ungeschnittenen RNA zu erkennen sein. Als Positiv-Kontrolle sind in jedem 
Versuch zwei Proben humaner GATA3-RNA enthalten. Eine wurde mit Wasser 
inkubiert und blieb unverdaut als Negativ-Kontrolle, während die andere, mit dem 
bereits getesteten DNAzym hgd40, verdaut wurde und anzeigt, dass während des 
Versuchs die benötigten Reaktionsbedingungen für die zu testenden DNAzyme 
vorlagen. Die Spaltungsstärke wurde qualitativ anhand der Bandenintensität 
ausgewertet und dabei in vier Abstufungen unterteilt. Sobald Spaltprodukte erkennbar 
waren, wurde dies als schwache (+) Aktivität gewertet. Wenn zusätzlich eine Abnahme 
der Intensität der ungeschnittenen RNA-Bande vorlag, wurde dies als mäßige (++) 
Aktivität gewertet. Erreichten die Spaltprodukte eine höhere Intensität als die 
ungeschnittene Bande, wurde es als starke (+++), bei annähernd komplettem oder 
komplettem Verschwinden der ungeschnittenen Bande als ausgezeichnete (++++) 
Aktivität gewertet.  
Die folgende Abbildung (siehe Abb. 7) zeigt beispielhaft das Bild einer 
Spaltungsprüfung: 
 




Abb. 7 Beispiel für eine Spaltungsprüfung: Probe 1-6 enthalten Virus-RNA (150 ng) und zu testende 
DNAzyme (2mM); Probe 7 dient mit Virus-RNA (150 ng) ohne DNAzym als Negativ-
Kontrolle; Probe 8 dient mit GATA3-RNA (250 ng) und hgd40 (1mM) als Positiv-Kontrolle; 
Probe 9 dient mit GATA3-RNA (250 ng) ohne hgd40 als GATA3-Negativ-Kontrolle; 2,5% 
TAE-Agarosegel 
Anhand der starken (+++) Aktivität der Positiv-Kontrolle in Probe 8 lässt sich 
erschließen, dass die erforderlichen Reaktionsbedingungen vorlagen. Das DNAzym in 
Probe 1 zeigt keine Aktivität. Schwache (+) Aktivität lässt sich in Proben 2, 3, 5 und 6 
beobachten, während in Probe 4 ein DNAzym mit ausgezeichneter (++++) Aktivität 
gefunden wurde. Die hier positiv getesteten DNAzyme gegen die Virus-RNA (Proben 
2-6) besitzen Schnittstellen im Bereich eines Endes der RNA-Fragmente. Die 
entstandenen Spaltprodukte weisen dadurch deutliche Längendifferenzen auf. Das 
längere Spaltprodukt ist geringfügig kürzer als die virale Substrat-RNA, die 
entsprechenden Banden zeigen kleine Laufstreckenunterschiede und sind dadurch als 
zwei, voneinander abgrenzbar, untereinanderliegende Banden zu erkennen. Das kürzere 
Spaltprodukt ist sehr kurz und die entsprechende Bande deswegen nicht auf dem Bild 
zu sehen. Das DNAzym GATA3 besitzt eine Schnittstelle im mittleren Bereich der 
GATA3-RNA, wodurch zwei deutlich kürzere Spaltprodukte mit unterschiedlicher 
Länge entstanden sind. Die entsprechenden Banden der Spaltprodukte und ungeschnit-
tenen GATA3-RNA sind alle drei, deutlich voneinander aufgetrennt, in Probe 8 zu 
sehen. 
2.2.2.6.2 Quantitative Testung 
Für die Optimierung der gefundenen DNAzyme wurden Spaltungsprüfungen unter 
veränderten und strikt standardisierten Bedingungen durchgeführt, um die Bilder der 
Gelelektrophorese quantitativ anhand von densitometrischen Messungen mittels 
LabImage 1D auswerten zu können. Ziel dieser Versuche war es, die ideale Länge der 
Bindungsdomänen herauszufinden und die prozentuale Spaltungsaktivität festzustellen. 
Material und Methoden 
45 
 
Für die quantitative Testung der DNAzyme wurden pro Probe 3 µl des TNM-Mix mit 
1,5 µl (150 ng) Virus-RNA, 0,5 µl (125 ng) GATA3-RNA und 4 µl (20 pmol) DNAzym 
in ein eisgekühltes Reaktionsgefäß gegeben, mit DEPC-behandeltem Wasser auf ein 
Gesamtvolumen von 10 µl aufgefüllt und vermischt. Die Reaktionsansätze wurden für 
eine Stunde bei 37°C inkubiert. Als Negativ-Probe und Referenzmenge an 
ungeschnitten-verbliebenem viralen RNA-Substrat für die densitometrische Messung 
wurde bei jedem Versuch eine Probe mit DNAzym versetzt, aber auf Eis gelassen und 
nicht inkubiert, sodass keine Reaktion stattfinden konnte. Nach der Inkubation wurden 
die Proben wieder auf Eis gegeben und jeweils 5 µl RNA Loading Buffer hinzugegeben.  
Da in den vorangegangenen Experimenten festgestellt worden war, dass die Ban-
denintensität der äußeren Gelladetaschen starken intra- und interexperimentellen 
Schwankungen unterliegt, wurde entschieden nur die mittleren Ladetaschen für die 
quantitative Testung zu beladen. Für die Beladung der äußeren Taschen des 
Elektrophorese Gels wurden weitere Proben hergestellt, jedoch nicht in die Auswertung 
einbezogen. So wurden die Geltaschen direkt seitlich der Versuchsproben immer mit 
Proben beladen, die 3 µl des TNM-Mix, 1,5 µl (150 ng) Virus-RNA und 0,5 µl (125 ng) 
GATA3-RNA jedoch kein DNAzym enthielten, sondern eine der Volumendifferenz 
entsprechenden Menge DEPC-behandeltes Wasser und 5 µl RNA Loading Buffer. Die 
zwei äußersten Geltaschen wurden auf beiden Seiten mit Proben beladen, die 1 µl High 
Range RNA Leiter, bzw. 1 µl Low Range RNA Leiter enthielten - jeweils aufgefüllt mit 
9 µl DEPC-behandeltem Wasser und 5 µl RNA Loading Buffer. Alle Ansätze wurden 
vermischt und dann für 10 Minuten bei 65°C inkubiert, bevor die Proben auf ein RNA-
Gel aufgetragen wurden. Die Proben wurden für 50 Minuten bei 120 Volt laufen 
gelassen und dann mittels einer Gel-Station Fusion FX7 Analysekamera ausgewertet. 
Die so entstandenen Bilder wurden im Anschluss quantitativ anhand von densi-
tometrischen Messungen mittels LabImage 1D ausgewertet. Dabei wurde zur Reduktion 
des Hintergrundsignals bei allen Bildern die Programmeinstellung Rollende Scheibe 
mit einem Radius von 15 gewählt. Gemessen wurden jeweils die Bandenintensitäten der 
viralen Substrat-RNA und der GATA3-RNA. Durch Herstellung der initialen 
Probenansätze aus TNM-Mix, viraler RNA und GATA3-RNA als Mastermix wurde 
sichergestellt, dass jede einzelne Probe das gleiche Verhältnis von viraler RNA zu 
GATA3-RNA enthielt. Dadurch konnten die Bandenintensitäten der viralen RNA über 
Verrechnung mit der Bandenintensität der zugehörigen GATA3-RNA als interne 
Kontrolle untereinander vergleichbar gemacht und etwaige, durch spätere 
Versuchsschritte entstandene, Konzentrationsunterschiede zwischen den einzelnen 
Proben ausgeglichen werden. Als Referenzwert zur Berechnung der prozentual 
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verbliebenen Substratmenge wurde immer die Bandenintensität der nicht inkubierten 
Probe als Negativ-Kontrolle genutzt. 
Jeder Versuch wurde dreimal durchgeführt und die Mittelwerte der Messergebnisse 






Ziel der vorliegenden Arbeit war es, DNAzyme zu entwickeln, die in der Lage sind 
spezifisch die genomische RNA von humanen Rhinoviren zu schneiden. Dabei waren 
zwei Zielpunkte von enormer Wichtigkeit. Es mussten DNAzyme identifiziert werden, 
die ausreichend schneidende Aktivität gegen die Virus-RNA zeigen, um somit einen 
gezielten Abbau dieser RNA gewährleisten zu können. Gleichzeitig sollten die 
DNAzyme möglichst gegen alle bekannten Virustypen Aktivität zeigen, um bei jeder 
Infektion mit humanen Rhinoviren einsetzbar und wirksam zu sein, ohne dass eine 
vorrausgehende Identifizierung des für die Infektion verantwortlichen Typs notwendig 
ist. 
Um dieses Ziel zu erreichen, wurde schon vor Beginn dieser Arbeit durch Vorarbeit 
innerhalb der Arbeitsgruppe eine systematische Analyse des HRV Genoms 
unternommen. Um die Chance auf eine möglichst vollständige Abdeckung aller 
Virusstämme zu gewährleisten, wurde entschieden nach Zielsequenzen in den 
Bereichen der 5‘-UTR sowie der CRE Region, zwei hoch konservierten Abschnitten auf 
dem viralen Genom, zu suchen. Als repräsentative Vertreter für die anderen HRVs 
wurden drei Testviren HRV-1B, -16 und -29 aus der Spezies HRV-A gewählt. Durch 
diese Auswahl beinhalten die Testviren sowohl Vertreter aus der Major Group als auch 
aus der Minor Group. 
3.1 In vitro Screening der Testregionen 
Im ersten Schritt wurden DNAzyme spezifisch gegen alle theoretisch möglichen 
Zielsequenzen mit Guanin-Uracil (GU) Schnittstelle innerhalb der zwei Testbereiche 
auf der RNA der Testviren HRV-1B, -16 und -29 entwickelt. Dies umfasste 34 
DNAzyme für die 5‘-UTR von HRV-1B, 42 für die 5‘-UTR von HRV-16 und 33 für 
die 5‘-UTR von HRV-29. In der CRE Region der drei Testviren wurden 44 mögliche 
Schnittstellen für HRV-1B, 41 für HRV-16 und 32 für HRV-29 identifiziert und als 
Vorlage für die Herstellung von DNAzymen benutzt. 
Darauf galt es alle entwickelten DNAzyme im Rahmen von Spaltungsprüfungen zu 
testen. Für diese Screening-Untersuchung auf schneidende Aktivität wurde jedes 
DNAzym mit der viralen Ziel-RNA unter standardisierten Bedingungen für eine Stunde 
inkubiert und danach durch Gelelektrophorese in die einzelnen Bestandteile 
aufgetrennt. 
In der 5‘-UTR von HRV-1B zeigten insgesamt 8 (23,5%) von den 34 getesteten 




war im Falle von Du1B-26, Du1B-24, Dua-04, Dua-02, Dua-01 und Du1B-12 schwach, 
bei Dua-03 mäßig und bei Du1B-25 ausgezeichnet. 
 
Abb. 8  Screening HRV-1B 5'-UTR (Testung der DNAzyme Du1B-34 bis Dua-02); 150 ng Virus-
RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-Agarosegel 
 
Abb. 9 Screening HRV-1B 5’UTR (Testung der DNAzyme Dua-01 bis Du1B-05); 150 ng Virus-





Abb. 10 Screening HRV-1B 5‘-UTR (Testung der DNAzyme Du1B-04 bis Du1B-01); Screening 
HRV-1B CRE Region (Testung der DNAzyme Dc1B-44 bis Dc1B-35); 150 ng Virus-RNA 
und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-Agarosegel 
Insgesamt  wiesen 12 (27,3%) der 44 getesteten DNAzyme in der HRV-1B CRE Region 
schneidende Aktivität auf (siehe Abb. 10, Abb. 11, Abb. 12 und Abb. 13). Bei Dc1B-
37, Dc1B-34, Dc1B-32, Dc1B-15, Dc1B-13 und Dc1B-01 handelte es sich um 
schwache Aktivität. Die DNAzyme Dc1B-39, Dc1B-12 und Dc1B-06 zeigten mäßige 
und Dc1B-38, Dc1B-33 sowie Dc1B-31 starke Aktivität. 
 
Abb. 11 Screening HRV-1B CRE Region (Testung der DNAzyme Dc1B-34 bis Dc1B-20); 150 ng 





Abb. 12 Screening HRV-1B CRE Region (Testung der DNAzyme Dc1B-19 bis Dc1B-05); 150 ng 
Virus-RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-Agarosegel 
 
Abb. 13 Screening HRV-1B CRE Region (Testung der DNAzyme Dc1B-04 bis Dc1B-01); 
Screening HRV-16 5‘-UTR (Testung der DNAzyme Du16-42 bis Du16-33); 150 ng Virus-
RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-Agarosegel 
Von den 42 getesteten DNAzymen in der HRV-16 5‘-UTR war bei insgesamt 9 (21,4%) 




Dabei handelte es sich bei allen (Du16-37, Du16-33, Du16-32, Dua-04, Dua-03, Dua-
02, Dua-01, Du16/29-02 und Du16-15) um schwache Aktivität. 
 
Abb. 14 Screening HRV-16 5‘-UTR (Testung der DNAzyme Du16-32 bis Du16-23); 150 ng Virus-
RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-Agarosegel; *Negativ-Kontrolle ohne 
Inkubationsschritt; **Negativ-Kontrolle ohne Zugabe von TMN-Mix und ohne 
Inkubationsschritt 
 
Abb. 15 Screening HRV-16 5‘-UTR (Testung der DNAzyme Du16-22 bis Du16-08); 150 ng Virus-





Abb. 16 Screening HRV-16 5‘-UTR (Testung der DNAzyme Du16-07 bis Du16-01); Screening HRV-
16 CRE Region (Testung der DNAzyme Dc16-41 bis Dc16-37); 150 ng Virus-RNA und 20 
pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-Agarosegel 
Insgesamt 12 (29,3%) der 41 getesteten DNAzyme in der HRV-16 CRE Region wiesen 
schneidende Aktivität auf (siehe Abb. 16, Abb. 17, Abb. 18 und Abb. 19), wobei es sich 
bei Dc16-31, Dc16-27, Dc16-26, Dc16-13, Dc16-12, Dc16-10 und Dc16-09 um 
schwache Aktivität handelte. Die DNAzyme Dc16-40 und Dc16-39 hingegen zeigten 





Abb. 17 Screening HRV-16 CRE Region (Testung der DNAzyme Dc16-36 bis Dc16-22); 150 ng 
Virus-RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-Agarosegel 
 
Abb. 18 Screening HRV-16 CRE Region (Testung der DNAzyme Dc16-21 bis Dc16-07); 150 ng 





Abb. 19 Screening HRV-16 CRE Region (Testung der DNAzyme Dc16-06 bis Dc16-01); Screening 
HRV-29 5‘-UTR (Testung der DNAzyme Du29-33 bis Dua-04); 150 ng Virus-RNA und 20 
pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-Agarosegel 
In der 5‘-UTR von HRV-29 zeigten insgesamt 8 (24,2%) der 33 getesteten DNAzyme 
schneidende Aktivität (siehe Abb. 19, Abb. 20 und Abb. 21). Dabei handelte es sich bei 
allen (Du29-30, Du29-29, Dua-04, Dua-03, Dua-02, Dua-01, Du16/29-02 und Du29-





Abb. 20 Screening HRV-29 5‘-UTR (Testung der DNAzyme Dua-03 bis Du29-11); 150 ng Virus-RNA 
und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-Agarosegel 
 
Abb. 21 Screening HRV-29 5‘-UTR (Testung der DNAzyme Du16/29-01 bis Du29-01); 150 ng Virus-
RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-Agarosegel 
Von den 32 getesteten DNAzymen in der CRE Region von HRV-29 zeigten 12 (37,5%) 
schneidende Aktivität (siehe Abb. 22, Abb. 23 und Abb. 24). Während die DNAzyme 




handelte es sich bei Dc16/29-01, Dc29-05, Dc29-04 und Dc29-01 um mäßige, bei Dc29-
30 und Dc29-28 um starke und bei Dc29-03 um ausgezeichnete Aktivität. 
 
Abb. 22 Screening HRV-29 CRE Region (Testung der DNAzyme Dc29-32 bis Dc29-20); 150 ng 
Virus-RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-Agarosegel 
 
Abb. 23 Screening HRV-29 CRE Region (Testung der DNAzyme Dc29-19 bis Dc29-07); 150 ng 





Abb. 24 Screening HRV-29 CRE Region (Testung der DNAzyme Dc29-06 bis Dc29-01); 150 ng 
Virus-RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-Agarosegel 
3.1.1 Phänomen einer zusätzlichen Bande bei Versuchen mit 
HRV-16 5‘-UTR RNA Fragment 
In der DNAzym-Testung zeigten die Versuche mit dem RNA Fragment der HRV-16 
5‘-UTR die Ausbildung eines zusätzlichen Bandensignals im Bereich der Lauflänge 
einer Basenanzahl von 1500. Dieses Signal war bei den Überprüfungsschritten der 
RNA-Herstellung nicht vorhanden. Es wurde vermutet, dass das Bandensignal auf 
Grund der Laufstrecke am ehesten durch eine Faltung oder Zusammenlagerung 
mehrerer RNA Fragmente entstand, welche nicht durch Zugabe des RNA Loading 
Buffers aufgelöst werden konnte. Dafür sprach insbesondere auch das Auftreten 
weiterer Bandensignale in Bereichen kürzerer Basenanzahl bei Testung stark aktiver 
DNAzyme, die auf eine Faltung oder Zusammenlagerung der entstandenen 
Spaltprodukte hinweisen (siehe Abb. 33). Um das Phänomen genauer zu untersuchen 
wurde die Reaktionsdurchführung testweise verändert (siehe Abb. 14). Als 
entscheidender Schritt für die Entstehung des Phänomens konnte die Zugabe des TNM-
Mix identifiziert werden. Ohne diesen kam es nicht zur Ausbildung der zusätzlichen 
Bande, sodass von einer Interaktion des RNA Fragments mit Anteilen des TNM-Mix 
ausgegangen werden muss. Es wurde entschieden, die Versuche trotz des zusätzlichen 




durchzuführen, da keine Beeinflussung der Testung ersichtlich war und sich das 
Phänomen stabil in allen Versuchen zeigte. 
3.2 Analyse der gefundenen Schnittstellen in silico 
Anhand der erstellten Virusgenom-Datenbanken wurden die Genomsequenzen auf das 
Vorhandensein der zuvor entdeckten Schnittstellen und zugehörigen Zielsequenzen 
untersucht. Die detaillierten Ergebnisse dieser Untersuchung finden sich im Anhang zu 
dieser Arbeit (siehe Tab. 22 und Tab. 23). In den folgenden Tabellen (siehe Tab. 18 und 
Tab. 19) sind die Ergebnisse in übersichtlicher Form dargestellt. Die Schnittstellen auf 
der viralen RNA sind nach ihrer Position von 5‘- nach 3‘-Ende durchnummeriert. 
DNAzyme mit Schnittstellen an derselben Position im Genom, aber unterschiedlichen 
Sequenzen in den Substratbindungsdomänen durch Differenzen in der Genomsequenz 
der Testviren (Bsp.: Schnittstelle 1 in 5‘-UTR), sind gemeinsam aufgeführt. Danach ist 
die beobachtete schneidende Aktivität aus den Screening-Experimenten mit dem 
jeweils passenden Testvirus angegeben. Es wurden in der Screening-Phase nur 
DNAzym-RNA Paarungen getestet, bei denen Bindungsdomänen und virale 
Zielsequenz vollständig komplementär zueinander waren. In der letzten Spalte finden 
sich Angaben zum prozentualen Anteil aller bekannten Virustypisolate, deren Genom 
die DNAzym-Zielsequenz enthält. Die Zahl bezieht sich immer auf alle aufgeführten 
DNAzyme einer Schnittstelle zusammen. 
 
Tab. 18 Analyse der schneidenden DNAzyme in der 5‘-UTR 
Schnittstelle  DNAzym  Schneidende Aktivität in vitro*  
Virustypisolate mit 
DNAzym-Zielsequenz** 
  HRV-1B HRV-16 HRV-29  
1 
Du1B-12 +   
44,92% (von 305 Isolaten) Du16-15  +  
Du29-14   + 
2 Du16/29-02  + + 45,31% (von 309 Isolaten) 
3 Dua-01 + + + 98,39% (von 310 Isolaten) 
4 Dua-02 + + + 98,06% (von 309 Isolaten) 
5 Dua-03 ++ + + 27,74% (von 310 Isolaten) 
6 Dua-04 + + + 27,74% (von 310 Isolaten) 
7 
Du1B-24 +   
12,23% (von 319 Isolaten) Du16-32  +  
Du29-29   + 
8 
Du1B-25 ++++   
5,64% (von 319 Isolaten) Du16-33  +  
Du29-30   + 




Schnittstelle  DNAzym  Schneidende Aktivität in vitro*  
Virustypisolate mit 
DNAzym-Zielsequenz** 
  HRV-1B HRV-16 HRV-29  
10 Du16-37  +  1,88% (von 319 Isolaten) 
* schwach (+); mäßig (++); stark (+++); ausgezeichnet (++++); keine (-) 
** Bei der Berechnung der angegebenen Werte wurden nur Virustypisolate berücksichtigt, deren 
Genomsequenz für den Bereich der DNAzym-Zielsequenz bekannt war. Dadurch unterscheidet sich die 
Anzahl der absolut berücksichtigten Isolate je nach getestetem DNAzym. Zur genauen Übersicht der 
abgedeckten Isolate siehe Tab. 22.  
 
Tab. 19 Analyse der schneidenden DNAzyme in der CRE Region 
Schnittstelle DNAzym Schneidende Aktivität in vitro* 
Virustypisolate mit 
DNAzym-Zielsequenz 
(Anteil aller 322 Isolate)** 
  HRV-1B HRV-16 HRV-29  
1 Dc1B-01 +   0,31% 
2 Dc29-01   ++ 0,31% 
3 Dc29-02   + 0,31% 
4 
Dc1B-06 ++   
2,17% 
Dc29-03   ++++ 
5 Dc16-09  +  1,24% 
6 Dc16-10  +  1,24% 
7 Dc29-04   ++ 0,31% 
8 
Dc16-12  +  
1,24% 
Dc29-05   ++ 
9 Dc16-13  +  0,31% 
10 Dc1B-12 ++   0,31% 
11 Dc1B-13 +   0,31% 
12 Dc29-08   + 0,31% 
13 Dc29-09   + 0,31% 
14 Dc1B-15 +   0,31% 
15 Dc29-13   + 0,31% 
16 Dc29-19   + 2,17% 
17 Dc16-26  +  0,31% 
18 Dc16-27  +  0,31% 
19 Dc16-31  +  1,86% 
20 
Dc1B-31 +++   
7,45% Dc16-32  +++  
Dc29-28   +++ 
21 
Dc1B-32 +   
21,43% 
Dc16/29-01  - ++ 
22 
Dc1B-33 +++   
9,01% Dc16-34  +++  
Dc29-30   +++ 




Schnittstelle DNAzym Schneidende Aktivität in vitro* 
Virustypisolate mit 
DNAzym-Zielsequenz 
(Anteil aller 322 Isolate)** 
  HRV-1B HRV-16 HRV-29  
24 Dc1B-37 +   0,31% 
25 
Dc1B-38 +++   
1,24% 
Dc16-38  +++  
26 
Dc1B-39 ++   
0,93% 
Dc16-39  ++  
27 Dc16-40  ++  0,62% 
* schwach (+); mäßig (++); stark (+++); ausgezeichnet (++++); keine (-) 
** Aufgrund der unterschiedlichen und zum Teil ungeklärten Lokalisation der CRE Region in den 
verschiedenen HRV-Gruppen wurde bei der in silico Analyse darauf verzichtet, Virustypisolate ohne 
DNAzym-Zielsequenz auf die exakte Sequenzbeschaffenheit im fraglichen Genomabschnitt zu 
untersuchen. Dadurch blieben etwaige Sequenzlücken in einzelnen Isolaten unberücksichtigt und die 
angegebenen prozentualen Anteile beziehen sich auf alle 322 Virustypisolate. Zur genauen Übersicht der 
abgedeckten Isolate siehe Tab. 23. 
 
Aus der in silico Analyse wurde ersichtlich, dass viele der gefundenen DNAzyme nicht 
in der Lage sind einen Anteil von mehr als 20 Prozent der bekannten Rhinoviren zu 
schneiden, da ihre Schnittstellen nur in einem kleinen Anteil von Virustypisolaten 
vorhanden sind. Diese Erkenntnis trifft auf alle DNAzyme mit Schnittstellen in der CRE 
Region – einzige Ausnahme bilden Dc1B-32 und Dc16/29-01 mit Schnittstelle 21 (siehe 
Tab. 19) – sowie auf die DNAzyme der Schnittstellen 7, 8, 9 und 10 in der 5‘-UTR zu 
(siehe Tab. 18). Einige DNAzyme (Schnittstelle 21 in der CRE Region und 
Schnittstellen 1, 2, 5 und 6 in der 5‘-UTR) zeigten mit 20 - 50 Prozent eine relevante 
Abdeckung von Virustypisolaten. Eine fast vollständige Abdeckung aller 
Virustypisolate zeigten nur die DNAzyme Dua-01 (98,39%) und Dua-02 (98,06%). 
Folglich konnte kein DNAzym gefunden werden, welches gleichzeitig starke 
schneidende Aktivität und eine ausreichende Abdeckung aller verschiedenen Vi-
rustypen bietet. Alle DNAzyme mit starker oder ausgezeichneter schneidender Aktivität 
zeigten unzureichende Abdeckung und die beiden DNAzyme mit ausgezeichneter 
Abdeckung aller bekannten Virustypisolate zeigten in allen Experimenten mit den 
Testviren nur schwache Aktivität. 
3.2.1 Testung von neuen DNAzymen 
Im Zuge der in silico Analyse wurde entdeckt, dass es sich bei dem Sequenzabschnitt 
im unmittelbaren Bereich der Schnittstelle 2 in der 5‘-UTR ähnlich wie bei dem 
Sequenzabschnitt um die Schnittstellen 3, 4 und 5 (in der 5‘-UTR) um extrem 
konservierte Bereiche handelt. Durch eine variable Base direkt in der Schnittstelle 2 
können mit dem DNAzym Du16/29-02 nur 45,31 Prozent der Virustypisolate abgedeckt 
werden. Allerdings bildet das benachbarte Adenin-Uracil (AU) Basenpaar auch eine 




Es wurde entschieden, diese mögliche Schnittstelle (im Weiteren nummeriert als 
Schnittstelle 1.5) zu testen. Dafür wurden die zwei DNAzyme Du1B-AU und Du16/29-
AU entworfen. Beide haben besagte Schnittstelle als Ziel, sie unterscheiden sich nur in 
einer Base innerhalb der Bindungsdomänen voneinander. Ihre Zielsequenzen sind in 
98,06 Prozent aller Virustypisolate vorhanden. 
Im ersten Versuch zeigte allerdings weder Du1B-AU noch Du16/29-AU schneidende 
Aktivität (siehe Abb. 28). 
3.3 Suche nach Lösungsmöglichkeiten 
Zum Erreichen des gesetzten Ziels mussten die Eigenschaften der DNAzyme verbessert 
werden, um Kandidaten zu finden, die gleichzeitig ausreichend starke schneidende 
Aktivität zeigen und durch ihre Zielsequenz den Großteil der Virustypen abdecken 
können. Dazu wurden folgende Lösungsmöglichkeiten und Strategien überlegt: 
3.3.1 Kreuz-Aktivität von starken DNAzymen 
Es sollte geprüft werden, ob stark aktive DNAzyme auch in der Lage sind, nicht 
komplett komplementäre Zielsequenzen zu binden und zu zerschneiden, um somit eine 
größere Anzahl von Virustypen abzudecken. Geeignet für diese Untersuchungen 
schienen die DNAzyme mit starker oder ausgezeichneter schneidender Aktivität aus den 
Screening-Untersuchungen. In der CRE Region waren mehrere Kandidaten mit solchen 
Eigenschaften gefunden worden (Schnittstellen 4, 20, 22 und 25, siehe Tab. 19), 
während sich in der 5‘-UTR die Schnittstelle 8 für eine Untersuchung eignete (siehe 
Tab. 18). 
Durch das gezielte Design der DNAzyme anhand der Virusgenomsequenzen sind die 
DNAzyme an den genannten Schnittstellen nur spezifisch für den jeweiligen, in ihrem 
Entwurf berücksichtigten Testvirus, da die anderen Testviren an diesen Stellen einzelne 
abweichende Basen aufweisen. So war es möglich, neben der Reaktion mit dem 
eigentlichen Zielvirus, ebenso auf Kreuz-Aktivität mit den beiden weiteren Testviren 
zu testen. 
Je nach Heterogenität der Testviren im Bereich der Schnittstellen enthielten die 
Bindungssequenzen auf der viralen RNA durch die abweichenden Basen zwischen 1 
und 4 unpassenden Basen zu den Bindungsdomänen der DNAzyme. Die folgende 
Grafik (siehe Abb. 25) zeigt, am Beispiel der Schnittstelle 20 in der CRE Region, 
schematisch die Reaktionspaarungen aus den Screening Versuchen sowie die 
zusätzlichen Reaktionspaarungen mit unpassenden Basen bei Testungen auf Kreuz-





Abb. 25 Schematische Darstellung für die Testung der Kreuz-Aktivität am Beispiel von 
Schnittstelle 20 in der CRE Region: Die DNAzyme Dc1B-31 (blau), Dc16-32 (gelb) und 
Dc29-28 (grau) mit den Zielsequenzen auf den Virus-RNA Fragmenten mit Bin-
dungssequenzen (fett gedruckt), Schnittstelle (grün), unpassende Basen zu den Bin-
dungsdomänen des DNAzyms (rot) 
Die Ergebnisse aus den Versuchen zur Testung auf Kreuz-Aktivität folgen als Bilder 
(siehe Abb. 26, Abb. 27 und Abb. 28) der mittels Gelelektrophorese aufgetrennten 





Abb. 26 Testung auf Kreuz-Aktivität in der CRE Region (Testung der DNAzyme Dc1B-31, Dc16-
32 und Dc29-28 an Schnittstelle 20; Testung der DNAzyme Dc1B-06 und Dc29-03 an 
Schnittstelle 4); 150 ng Virus-RNA und 30 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-
Agarosegel 
 
Abb. 27 Testung auf Kreuz-Aktivität in der CRE Region (Testung der DNAzyme Dc1B-38 und 
Dc16-38 an Schnittstelle 25; Testung der DNAzyme Dc1B-33, Dc16-34 und Dc29-30 an 






Abb. 28 Testung auf Kreuz-Aktivität in der 5’-UTR und Screening von DNAzymen Du1B-AU und 
Du16/29-AU (Testung der DNAzyme Du1B-25, Du16-33 und Du29-30 an Schnittstelle 8; 
Testung von Du1B-AU und Du16/29-AU); 150 ng Virus-RNA und 30 pmol DNAzym pro 
Probe auf 2,5% TAE-Agarosegel 
Es zeigte sich, dass die DNAzyme in der Lage waren auch nicht komplett kom-
plementäre Virussequenzen zu erkennen und zu schneiden. Allerdings war dies nur 
möglich solange sich die Bindungssequenz lediglich in einer einzigen Base von der 
eigentlichen Zielsequenz unterschied. Gleichzeitig war die Aktivität des DNAzyms bei 
unpassender Zielsequenz in allen Fällen deutlich schwächer als bei komplett 
komplementärer Reaktionspaarung. Die folgenden Tabellen (siehe Tab. 20 und Tab. 21) 
geben eine Übersicht über die beobachtete Aktivität der DNAzyme gegen die 
verschiedenen Testviren und enthalten zusätzlich Angaben über die Anzahl der 
unpassenden Basen zu den Bindungsdomänen des verwendeten DNAzyms. 







Schneidende Aktivität in vitro*: 
 
 
Anzahl der unpassenden Basen zu 
den Bindungsdomänen des DNAzyms 
  HRV-1B HRV-16 HRV-29 HRV-1B HRV-16 HRV-29 
4 
Dc1B-06 ++ - - 0 2 2 
Dc29-03 - - ++++ 2 4 0 
20 
Dc1B-31 +++ + - 0 1 2 
Dc16-32 + +++ + 1 0 1 
Dc29-28 - + +++ 2 1 0 
22 
Dc1B-33 +++ + - 0 1 3 










Schneidende Aktivität in vitro*: 
 
 
Anzahl der unpassenden Basen zu 
den Bindungsdomänen des DNAzyms 
  HRV-1B HRV-16 HRV-29 HRV-1B HRV-16 HRV-29 
Dc29-30 - - ++++ 3 2 0 
25 
Dc1B-38 +++ - - 0 1 3 
Dc16-38 - +++ - 1 0 2 
* schwach (+); mäßig (++); stark (+++); ausgezeichnet (++++); keine (-) 
 







Schneidende Aktivität in vitro*: 
 
 
Anzahl der unpassenden Basen zu 
den Bindungsdomänen des 
DNAzyms 
  HRV-1B HRV-16 HRV-29 HRV-1B HRV-16 HRV-29 
8 
Du1B-25 ++++ - - 0 3 3 
Du16-33 - + - 3 0 3 
Du29-30 - - + 3 3 0 
* schwach (+); mäßig (++); stark (+++); ausgezeichnet (++++); keine (-) 
 
Bei in silico Überprüfung der erneut getesteten Schnittstellen wurde ersichtlich, dass 
die Sequenzvariabilität in den entsprechenden Genomabschnitten zu groß ist, um durch 
Kreuz-Aktivität der DNAzyme eine bedeutend umfassendere Abdeckung der 
Virustypen zu erreichen. 
3.3.2 Testung von Längenvarianten 
Während der in silico Analyse wurde festgestellt, dass es sich bei den Sequenz-
abschnitten in der 5‘-UTR in unmittelbarer Nähe der Schnittstellen 3 und 4 um extrem 
hoch konservierte Bereiche handelt, deren Sequenz dadurch auf fast allen 
Virustypisolaten vorliegt (siehe Tab. 18 und Abschnitt 3.2.1). 
Bei genauerer Betrachtung dieser Sequenzabschnitte zeigte sich, dass sie sehr 
wahrscheinlich in allen Virustypen Teile einer komplexen Sekundärstruktur ausbilden, 
einer Stamm-Schlaufen Subdomäne, beispielhaft dargestellt für HRV-2 in Abb. 29. 
Diese Sekundärstruktur stellt eine Behinderung für die Bindung fremder Moleküle dar 
und könnte dadurch die Aktivität der DNAzyme in dieser Region vermindern. 
Es wurde versucht über Variation in der Länge der Bindungsdomänen die Eigenschaften 
der DNAzyme für diese Bereiche zu verbessern. Die Überlegungen basierten dabei auf 
der Hypothese, dass nur solche DNAzyme katalytische Aktivität entwickeln können, 
die in der Lage sind die vorliegende Sekundärstruktur aufzubrechen. Durch eine 
Verlängerung der Bindungsdomänen, mit Zielsequenzen innerhalb der Stamm-
Schlaufen-Subdomäne, müssten die Van-der-Waals-Basenpaarungen zwischen 




Basenpaarungen der Sekundärstruktur konkurrieren können. Gleichzeitig könnte eine 
Bindungsdomäne mit Zielsequenz in einem ungepaarten Abschnitt, am ehesten 
außerhalb der Stamm-Schlaufen-Subdomäne, für die initiale Erkennung und 
Anlagerung an die Zielstruktur wichtig sein. 
 
Abb. 29 Schematische Darstellung der Sekundärstruktur von HRV-2 in der 5‘-UTR mit den 
markierten Schnittstellen der schneidenden DNAzyme: Schnittstellen in grün nummeriert 
(siehe Tab. 18), Schnittstelle 1.5 markiert das Ziel für die DNAzyme Du1B-AU und Du16/29-
AU (modifiziert nach Anderson et al. 2007a) 
3.3.2.1 Längenvariation von Dua-01 
Das DNAzym Dua-01 deckt durch die Lage seiner Zielsequenz innerhalb des hoch 
konservierten Abschnitts auf der Virus-RNA 98,39 Prozent aller Virustypisolate ab. Die 
Schnittstelle dieses DNAzyms (3) liegt bereits innerhalb der Stamm-Schlaufen-
Subdomäne. Dadurch befindet sich die Zielsequenz der rechten Bindungsdomäne 
komplett innerhalb der Stamm-Schlaufen-Subdomäne, die Zielsequenz der linken 
Bindungsdomäne mit 6 Basen innerhalb und mit 3 Basen außerhalb. In der in vitro 
Testung zeigte Dua-01 schwache Aktivität. Eine verkürzte Version, Dua-01-L6R6, war, 
in Übereinstimmung mit den Überlegungen, deutlich schwächer und wies keine 
feststellbare Aktivität auf. Hingegen konnte durch eine Verlängerung beider 
Bindungsdomänen auf die maximal mögliche Länge ohne relevanten Verlust der 
Abdeckung von Virustypisolaten - eine Base an der rechten und drei Basen an der linken 






Abb. 30 Veränderungen in der Länge der Bindungsdomänen von Dua-01 und die Effekte auf 
Virustyp-Abdeckung und Aktivität: Die DNAzyme Dua-01 (blau), Dua-01-L6R6 (gelb) und 
Dua-01-L12R10 (grau) mit den Zielsequenzen auf den Virus-RNA Fragmenten mit 
Bindungssequenzen (fett gedruckt) und Schnittstelle (grün), Schneidende Aktivität: schwach 
(+), mäßig (++), stark (+++), ausgezeichnet (++++) 
 
Abb. 31 Testung von Längenvarianten des DNAzyms Dua-01; 30 pmol des untersuchten DNAzyms 
(Dua-01, Dua-01-L6R6, Dua-01-L12R10 und Du29-14-L7R8) mit 150 ng Virus-RNA (5‘-UTR 




3.3.2.2 Längenvariation von Dua-02 
Das DNAzym Dua-02 deckt durch die Lage seiner Zielsequenz innerhalb des hoch 
konservierten Abschnitts auf der Virus-RNA 98,06% aller Virustypisolate ab. Seine 
Schnittstelle (4) liegt innerhalb der Stamm-Schlaufen-Domäne, sodass die Zielsequenz 
der rechten Bindungsdomäne komplett innerhalb, die Zielsequenz der linken 
Bindungsdomäne mit 4 Basen innerhalb und mit 5 Basen außerhalb dieser 
Sekundärstruktur liegt. In der in vitro Testung zeigte Dua-02 schwache Aktivität. Eine 
verkürzte Version, Dua-02-L6R6, war, in Übereinstimmung mit den Überlegungen, 
deutlich schwächer und zeigte keine feststellbare Aktivität. Hingegen konnte durch eine 
Verlängerung beider Bindungsdomänen auf die maximal mögliche Länge ohne 
relevanten Verlust der Abdeckung von Virustypisolaten - drei Basen an der rechten und 
eine Base an der linken Bindungsdomäne - die Aktivität deutlich gesteigert werden 
(siehe Abb. 32 und Abb. 33). 
 
Abb. 32 Veränderungen in der Länge der Bindungsdomänen von Dua-02 und die Effekte auf 
Virustyp-Abdeckung und Aktivität: Die DNAzyme Dua-02 (blau), Dua-02-L6R6 (gelb) und 
Dua-02-L10R12 (grau) mit den Zielsequenzen auf den Virus-RNA Fragmenten mit 
Bindungssequenzen (fett gedruckt) und Schnittstelle (grün), Schneidende Aktivität: schwach 





Abb. 33 Testung von Längenvarianten des DNAzyms Dua-02; 30 pmol des untersuchten DNAzyms 
(Dua-02, Dua-02-L6R6, Dua-02-L10R12 und Dua-04) mit 150 ng Virus-RNA (5‘-UTR der 
Testviren HRV-1B, -16 und -29) pro Probe auf 2,5% TAE-Agarosegel 
3.3.2.3 Längenvariation von Dua-03 
Aus der in silico Analyse war ersichtlich geworden, dass die Zielsequenz des DNAzyms 
Dua-03 an Schnittstelle 5 nicht komplett innerhalb des hoch konservierten Abschnitts 
des viralen Genoms liegt und dadurch nur in 27,74% der Virustypisolate vorhanden ist. 
Die Schnittstelle des DNAzyms liegt genau am Ende der Stamm-Schlaufen-Domäne, 
sodass die Zielsequenz der rechten Bindungsdomäne komplett innerhalb, die 
Zielsequenz der linken Bindungsdomäne komplett außerhalb dieser Sekundärstruktur 
liegt. Um eine breitere Abdeckung von Virustypisolaten zu ermöglichen, musste die 
linke Bindungsdomäne um drei Basen verkürzt werden. Dadurch wurde das neue 
DNAzym, Dua-03-L6R9, mit Abdeckung von 98,06% der Virustypisolate, geschaffen. 
In der in vitro Testung von Dua-03-L6R9 zeigte sich allerdings, wie erwartet, nur 
schwache Aktivität gegen die drei Testviren. Durch eine weitere Veränderung, in Form 
einer Verlängerung der rechten Bindungsdomäne um 3 Basen konnte die Verbesserung 
in der Abdeckung von Virustypen beibehalten und gleichzeitig die in vitro Aktivität 





Abb. 34 Veränderungen in der Länge der Bindungsdomänen von Dua-03 und die Effekte auf 
Virustyp-Abdeckung und Aktivität: Die DNAzyme Dua-03 (blau), Dua-03-L6R9 (gelb) und 
Dua-03-L6R12 (grau) mit den Zielsequenzen auf den Virus-RNA Fragmenten mit 
Bindungssequenzen (fett gedruckt) und Schnittstelle (grün), Schneidende Aktivität: schwach 
(+), mäßig (++), stark (+++), ausgezeichnet (++++) 
 
Abb. 35 Testung von Längenvarianten des DNAzyms Dua-03; 30 pmol des untersuchten DNAzyms 
(Dua-03, Dua-03-L6R9, Dua-03-L6R12 und Du16/29-02) mit 150 ng Virus-RNA (5‘-UTR der 




3.3.2.4 Effekte der isolierten Aufspaltung der Stamm-Schlaufen Subdomäne 
Durch die Längenvariation der Bindungsdomänen im Bereich der Schnittstellen 3, 4 
und 5 in der 5‘-UTR konnte eine deutliche Verbesserung in den Eigenschaften der 
DNAzyme erreicht werden. Die Hypothese, dass die Stamm-Schlaufen Domäne eine 
gute Bindung der ursprünglichen DNAzyme mit kurzen Bindungsarmen behindert, 
DNAzyme mit längeren Bindungsarmen aber in der Lage sind diese Sekundärstruktur 
aufzubrechen und dadurch stärkere Aktivität zu entwickeln, wird durch diese 
Ergebnisse unterstützt. 
Um diese Beobachtungen zu überprüfen, wurde das Oligonukleotid Loopbreaker23 
entworfen. Es besitzt die Sequenz der beiden Bindungsarme des DNAzyms Dua-02-
L10R12, enthält allerdings keine mittlere katalytische Domäne. Dadurch ist es nicht in 
der Lage, selbst katalytisch aktiv zu sein und RNA zu schneiden, sondern kann sich 
lediglich durch seine zur Ziel-RNA komplementäre Basensequenz an diese anlagern. 
Es soll überprüft werden, welchen Effekt die Bindung der Basensequenz auf die 
Formation der Stamm-Schlaufen Subdomäne hat. Als Indikator für eine erfolgreiche 
Aufsprengung dieser Sekundärstruktur durch das Oligonukleotid Loopbreaker23, 
wurde die spaltende Aktivität des DNAzyms Du16/29-02 an Schnittstelle 2 (siehe Abb. 
29) unter Zugabe von Loopbreaker23 verglichen mit der Aktivität des DNAzyms ohne 
Zugabe des Oligonukleotids. 
Durch die Lage der Schnittstelle von Du16/29-02 liegt die Zielsequenz auf der viralen 
RNA bei Formation der Stamm-Schlaufen Subdomäne komplett innerhalb dieser 
Struktur und ist deswegen nicht frei zugänglich. Um katalytisch aktiv zu werden, muss 
das DNAzym die bestehenden intramolekularen Basenpaarungen lösen und selbst 
komplementäre Bindungen eingehen. Entsprechend wird die Bindung des DNAzyms 
durch eine Aufsprengung der Stamm-Schlaufen Subdomäne vereinfacht und sollte zu 
einer verstärkten katalytischen Aktivität des DNAzyms führen. 
Es zeigte sich eine deutlich verstärkte Aktivität von Du16/29-02 unter Zugabe von 
Loopbreaker23 in beiden Testviren mit einer Zielsequenz für das DNAzym Du16/29-
02. Ohne Zugabe des Oligonukleotids konnte in den beiden Testviren HRV-16 und -29 
jeweils schwache Aktivität beobachtet werden, unter Zugabe von Loopbreaker23 zeigte 
sich mäßige bis starke Aktivität (siehe Abb. 36). 
Daraus kann gefolgert werden, dass das Oligonukleotid Loopbreaker23 in der Lage ist, 
die Sekundärstruktur der viralen RNA in Form der Stamm-Schlaufen Subdomäne 
aufzubrechen. Entsprechend haben auch die Längenvarianten der zuvor getesteten 






Abb. 36 Testung der Effekte von Loopbreaker23 auf die DNAzym-Aktivität (Testung der 
DNAzyme Du16/29-02, Du1B-AU und Du16/29-AU ohne und mit Zugabe von Loopbreaker23 
(*)); 150 ng Virus-RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe sowie 20 pmol Loopbreaker23 in 
allen mit * markierten Proben auf 2,5% TAE-Agarosegel 
Die neuen DNAzyme Du1B-AU und Du16/29-AU an der möglichen Schnittstelle 1.5 
(siehe Abschnitt 3.2.1) zeigten auch unter Zugabe von Loopbreaker23 keine 
katalytische Aktivität in vitro, sodass beschlossen wurde, sie nicht weiter zu un-
tersuchen. 
3.4 Weitere Optimierung der gefundenen DNAzyme 
Es konnte gezeigt werden, dass durch Längenvariation der DNAzym-Bindungs-
domänen sowohl die Abdeckung von Virustypen, als auch die Aktivität der DNAzyme 
gegen die Testvirus-Fragmente in vitro gesteigert werden können. 
3.4.1 Qualitative Analyse weiterer Längenvarianten 
Im Folgenden wurden die Effekte einer schrittweisen Verlängerung der Bin-
dungsdomänen untersucht. Dazu wurde eine qualitative Analyse der Spaltungsaktivität 
der verschiedenen möglichen Längenvarianten an den drei gefundenen Schnittstellen 3, 
4 und 5 mittels Spaltungsprüfungen aller drei Testviren durchgeführt. 
3.4.1.1 Testung weiterer Längenvarianten an Schnittstelle 3 
Die linke Bindungsdomäne des ursprünglichen DNAzyms Dua-01 wurde schrittweise 




einer Verlängerung der rechten Bindungsdomäne um eine Base. Dabei zeigte sich in 
beiden Fällen eine schrittweise Verstärkung der Spaltungsaktivität. Auf eine weitere 
Verlängerung der linken Bindungsdomäne wurde verzichtet, da die folgenden Basen 
nicht mehr innerhalb der hoch-konservierten Zielsequenz liegen und dies somit eine 
erhebliche Beeinträchtigung der Abdeckung anderer Virustypen zur Folge hätte. Die 
rechte Bindungsdomäne wurde schrittweise um maximal 5 Basen verlängert. Dafür war 
es nötig, zwei Versionen der Längenvarianten herzustellen, da sich die Zielsequenzen 
der Testviren in dieser Richtung an einer Stelle um eine Base unterscheiden. 
Entsprechend wurde Testvirus HRV-1B mit einer Guanin-, Testviren HRV-16 und -29 
mit einer Adenin-enthaltender DNAzym Version getestet. Eine Verlängerung dieser 
Bindungsdomäne um eine Base zeigte einen deutlichen Anstieg der Spaltungsaktivität. 
Eine größere Verlängerung ergab zwar weiterhin wirksame DNAzyme, eine weitere 
Verstärkung der Spaltungsaktivität konnte jedoch erst mit einer deutlichen 
Verlängerung um 4 bzw. 5 Basen erreicht werden. Schlussfolgernd lässt sich festhalten, 
dass die DNAzym Varianten Dua-01-L12R9 und Dua-01-L12R10 in dieser Prüfung 
beide die besten Ergebnisse mit starker Aktivität in HRV-16 und -29 und ausgezeich-
neter Aktivität in HRV-1B zeigten. 
Im Folgenden sind die Bilder der Spaltungsprüfungen von Längenvarianten des 
DNAzyms Dua-01 mit allen drei Testviren aufgeführt (siehe Abb. 37, Abb. 38 und Abb. 
39). 
 
Abb. 37 Qualitative Testung möglicher Längenvarianten von Dua-01 in der HRV-1B 5‘-UTR; 150 





Abb. 38 Qualitative Testung möglicher Längenvarianten von Dua-01 in der HRV-16 5‘-UTR; 150 
ng Virus-RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-Agarosegel 
 
Abb. 39 Qualitative Testung möglicher Längenvarianten von Dua-01 in der HRV-29 5‘-UTR; 150 
ng Virus-RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-Agarosegel 
3.4.1.2 Testung weiterer Längenvarianten an Schnittstelle 4 
Die linke Bindungsdomäne des ursprünglichen DNAzyms Dua-02 wurde nur um 1 Base 




Abdeckung von weiteren Virustypen möglich ist. Allerdings zeigte schon diese 
Veränderung eine deutliche Steigerung der Spaltungsaktivität. Die rechte 
Bindungsdomäne wurde schrittweise um maximal 7 Basen verlängert. Hier war es nötig, 
zwei Versionen der Längenvarianten herzustellen, da sich die Zielsequenzen der 
Testviren in 5‘-Richtung an einer Stelle um eine Base unterscheiden. Entsprechend 
wurde der Testvirus HRV-1B mit einer Guanin-, Testviren HRV-16 und -29 mit einer 
Adenin-enthaltender DNAzym Version getestet. Die Verlängerung dieser 
Bindungsdomäne zeigte mit den ersten zwei zusätzlichen Basen jeweils eine deutliche 
Zunahme der Spaltungsaktivität. Mit der weiteren Verlängerung konnte jedoch keine 
weitere Verbesserung erzielt werden. Vielmehr nahm die Spaltungsaktivität mit 
zunehmender Länge der Bindungsdomäne wieder ab. Als beste Variante konnte das 
DNAzym Dua-02-L10R11 mit starker Aktivität in HRV-16 und ausgezeichneter 
Aktivität in HRV-1B und -29 identifiziert werden. 
Für die Bilder der Spaltungsprüfungen siehe Abb. 40, Abb. 41 und Abb. 42. 
3.4.1.3 Testung weiterer Längenvarianten an Schnittstelle 5 
Die linke Bindungsdomäne des ursprünglichen DNAzyms Dua-03 wurde ausschließlich 
in einer um drei Basen verkürzten Version getestet, da nur durch diese Variation eine 
ausreichende Abdeckung von Virustypen gewährleistet werden kann. Folglich wurde 
lediglich die rechte Bindungsdomäne verändert, wobei hier orientierend getestet wurde, 
wie sich eine weitere Verlängerung von drei bis maximal 7 zusätzlichen Basen auf die 
Spaltungsaktivität auswirkt. In dieser unvollständigen Überprüfung konnten keine 
Unterschiede zwischen den verschiedenen Varianten nachgewiesen werden, die alle 
mäßige Aktivität in HRV-1B und schwache Aktivität in HRV-16 und -29 zeigten. 
Im Folgenden sind die Bilder der Spaltungsprüfungen von Längenvarianten der 
DNAzyme Dua-02 und Dua-03 mit allen drei Testviren aufgeführt (siehe Abb. 40, Abb. 





Abb. 40 Qualitative Testung möglicher Längenvarianten von Dua-02 und Dua-03 in der HRV-1B 
5‘-UTR; 150 ng Virus-RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-Agarosegel 
 
Abb. 41 Qualitative Testung möglicher Längenvarianten von Dua-02 und Dua-03 in der HRV-16 





Abb. 42 Qualitative Testung möglicher Längenvarianten von Dua-02 und Dua-03 in der HRV-29 
5‘-UTR; 150 ng Virus-RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-Agarosegel 
3.4.1.4 Schlussfolgerungen 
Bei der Testung der Längenvarianten konnte erneut gezeigt werden, dass eine Variation 
in der Länge der Bindungsdomänen erheblichen Einfluss auf die schneidende Aktivität 
der DNAzyme hat. Insbesondere zeigte sich auch, dass dieser Einfluss nicht vom 
Testvirus abhängig ist, sondern dass bestimmte Längenvarianten in allen Testviren 
stärkere Aktivität zeigen, während andere Varianten durchgehend zu schwächerer 
Aktivität führen. Ebenso konnte festgestellt werden, dass sich die Spaltungsaktivität 
nicht proportional zur Verlängerung der Bindungsdomänen verhält. Vielmehr scheint 
für jede Bindungsdomäne der DNAzyme speziell eine ideale Längenvariante zu 
existieren. 
3.4.2 Quantitative Analyse möglicher Längenvarianten 
Abschließend wurde eine quantitative Analyse der Spaltungsaktivität möglicher 
Längenvarianten durchgeführt. Da die vorangegangenen Experimente bereits gezeigt 
hatten, dass die Längenvariation den gleichen Einfluss auf die Spaltungsaktivität in 
allen drei Testviren hat, wurde beschlossen, die quantitative Analyse auf die Testung 
mit einem Testvirus zu beschränken. Ausgewählt wurde HRV-1B, da dieser Testvirus 
in den Voruntersuchungen die deutlichsten Ergebnisse geliefert hatte und neben 
optimalen Bindungsdomänen - maximal mögliche Spaltungsaktivität bei möglichst 




kurzen Bindungsdomänen getestet werden sollte. Dafür wurde aus den 
vorangegangenen Experimenten die beste Länge einer Bindungsdomäne abgeschätzt 
und in dieser Länge fixiert, während die andere Bindungsdomäne variiert wurde, um sie 
zu testen. Nach der Spaltungsprüfung wurde die Bandenintensität des verbliebenen 
Substrats mittels LabImage 1D densitometrisch gemessen und durch Vergleich mit der 
Negativ-Kontrolle der prozentuale Abbau berechnet. Die Bilder der 
Spaltungsprüfungen, welche zur Erhebung der Daten in den folgenden Graphen dienten, 
finden sich im Anhang unter Abschnitt 12.1.2. Eine kritische Betrachtung der 
Aussagekraft der erhobenen Werte dieser und folgender quantitativer Analysen kann 
ebenfalls dem Anhang unter Abschnitt 12.1.3 entnommen werden. 
3.4.2.1 Quantitative Testung an Schnittstelle 3 
Für die Testung der linken Bindungsdomäne des an Schnittstelle 3 angreifenden 
DNAzyms Dua-01 wurde die rechte Bindungsdomäne mit einer Länge von insgesamt 
10 Basen fixiert. Die linke Bindungsdomäne wurde schrittweise von minimal 2 auf 
maximal 14 Basen verlängert. Sicher nachweisbare Aktivität mit unter 90 Prozent 
verbliebener Virus-RNA zeigte als kürzeste Variante Dua-01-L9R10 mit 9 Basen. Mit 
dieser Bindungsdomänenlänge können 98,39 Prozent aller Virustypisolate abgedeckt 
werden. Die stärkste Reduktion der viralen RNA auf 20 Prozent des Ausgangswerts 
konnte mit Dua-01-L12R10 - einer linken Bindungsdomäne von insgesamt 12 Basen 
Länge und damit einer Zielsequenz in 98,06 Prozent aller Virustypisolate - erreicht 
werden (siehe Abb. 43). 
Für die Testung der rechten Bindungsdomäne von Dua-01 wurde die linke Bin-
dungsdomäne mit einer Länge von insgesamt 12 Basen fixiert und die rechte Bin-
dungsdomäne schrittweise von minimal 2 bis maximal 10 Basen verlängert, wobei mit 
allen Varianten eine Abdeckung aller Virustypisolate von mindestens 98,06 Prozent 
gegeben war. Dabei zeigte Dua-01-L12R8 mit 8 Basen als kürzeste Variante sicher 
nachweisbare Aktivität mit einer Reduktion der Substrat-RNA auf unter 90 Prozent. Die 
stärkste Aktivität mit Reduktion der viralen RNA auf 25 Prozent des Ausgangswerts 
erreichten sowohl Dua-01-L12R9 als auch Dua-01-L12R10, mit einer rechten 






Abb. 43 Quantitative Spaltungsaktivität von Längenvarianten der linken Bindungsdomäne von 
DNAzym Dua-01 an Schnittstelle 3 
 
 
Abb. 44 Quantitative Spaltungsaktivität von Längenvarianten der rechten Bindungsdomäne von 
DNAzym Dua-01 an Schnittstelle 3 
3.4.2.2 Quantitative Testung an Schnittstelle 4 
Für die Testung der linken Bindungsdomäne des an Schnittstelle 4 angreifenden 
DNAzyms Dua-02 wurde die rechte Bindungsdomäne mit einer Länge von insgesamt 
11 Basen fixiert und die linke Bindungsdomäne schrittweise von minimal 2 auf maximal 
12 Basen verlängert. Als kürzeste Variante zeigte Dua-02-L6R11 mit 6 Basen sicher 



















































Bindungsdomänenlänge werden 98,71 Prozent aller Virustypisolate abgedeckt. Die 
stärkste Reduktion des Substrats auf 10 Prozent des Ausgangswerts und konnte mit 
Dua-02-L10R11 und Dua-02-L11R11 - einer linken Bindungsdomäne von insgesamt 
10 bzw. 11 Basen Länge - erreicht werden (siehe Abb. 45). Dabei gilt jedoch zusätzlich 
zu beachten, dass die Zielsequenz der Bindungsdomäne mit 11 Basen schon teilweise 
außerhalb des hoch konservierten Genabschnitts liegt und deswegen nur in 29,45 
Prozent aller Virustypisolate enthalten ist. Die Zielsequenz der Bindungsdomäne mit 10 
Basen liegt hingegen bei 98,06 Prozent aller Virustypisolate vor. 
Zur Testung der rechten Bindungsdomäne von Dua-02 wurde die linke Bindungs-
domäne bei insgesamt 10 Basen Länge fixiert und die rechte Bindungsdomäne wurde 
schrittweise von minimal 2 bis maximal 12 Basen verlängert, wobei bei allen Varianten 
eine Abdeckung der Virustypisolate von mindestens 98,06 Prozent gegeben war. Die 
kürzeste Variante mit sicher nachweisbarer Aktivität und damit Abbau des Substrats auf 
unter 90 Prozent war Dua-02-L10R7 mit 7 Basen. Die stärkste Aktivität mit Reduktion 
der viralen RNA auf 10 Prozent des Ausgangswerts erreichte Dua-02-L10R11 mit einer 
rechten Bindungsdomäne von insgesamt 11 Basen (siehe Abb. 46). 
 
 
Abb. 45  Quantitative Spaltungsaktivität von Längenvarianten der linken Bindungsdomäne von 





























Abb. 46  Quantitative Spaltungsaktivität von Längenvarianten der rechten Bindungsdomäne des 
DNAzyms Dua-02 an Schnittstelle 4 
3.4.2.3 Quantitative Testung an Schnittstelle 5 
Für die Testung der linken Bindungsdomäne des an Schnittstelle 5 angreifenden 
DNAzyms Dua-03 wurde die rechte Bindungsdomäne mit einer Länge von insgesamt 
12 Basen fixiert und die linke Bindungsdomäne schrittweise von minimal 2 auf maximal 
6 Basen verlängert. Als kürzeste Variante zeigte Dua-03-L5R12 mit 5 Basen tendenziell 
nachweisbare Aktivität, erreichte dabei aber keine Reduktion der Substrat-RNA unter 
90 Prozent. Sichere und stärkste Reduktion der viralen RNA auf unter 60 Prozent des 
Ausgangswerts konnte mit Dua-03-L6R12 - einer linken Bindungsdomäne von 
insgesamt 6 Basen Länge - erreicht werden (siehe Abb. 47). Beide funktionellen 
Varianten besitzen eine Abdeckung von 98,06 Prozent aller Virustypisolate. 
Zur Testung der rechten Bindungsdomäne von Dua-03 wurde die linke Bindungs-
domäne mit einer Länge von insgesamt 6 Basen fixiert und die rechte Bindungsdomäne 
schrittweise von minimal 2 bis maximal 13 Basen verlängert, wobei bei allen Varianten 
eine Abdeckung der Virustypisolate von mindestens 98,06 Prozent gegeben war. Die 
kürzeste Variante mit sicher nachweisbarer Reduktion der viralen RNA auf unter 90 
Prozent war Dua-03-L6R10 mit 10 Basen. Die stärkste Aktivität mit Reduktion der 
viralen RNA auf leicht unter 60 Prozent des Ausgangswerts erreichten Dua-03-L6R12 
und Dua-03-L6R13 mit einer rechten Bindungsdomäne von insgesamt 12 bzw. 13 





























Abb. 47 Quantitative Spaltungsaktivität von Längenvarianten der linken Bindungsdomäne des 
DNAzyms Dua-03 an Schnittstelle 5 
 
 
Abb. 48 Quantitative Spaltungsaktivität von Längenvarianten der rechten Bindungsdomäne des 
DNAzyms Dua-03 an Schnittstelle 5 
3.4.2.4 Selektionsergebnis 
Es konnten drei Schnittstellen in der 5‘-UTR in unmittelbarer Nähe zueinander 
identifiziert werden, für die es gelang hochwirksame DNAzyme zu entwickeln, die in 





















































Als am besten wirksamstes DNAzym wurde Dua-02-L10R11 an Schnittstelle 4 mit 
optimalen Bindungsdomänen von 10 Basen links und 11 Basen rechts selektiert. Es 
zeigte in der quantitativen Analyse eine Spaltungsaktivität von 90 Prozent gegenüber 
dem Testvirus HRV-1B. 
Als zweite sehr gute Variante wurde Dua-01-L12R9 an Schnittstelle 3 mit optimalen 
Bindungsdomänen von 12 Basen links und 9 Basen rechts ausgewählt. Es zeigte in der 
quantitativen Analyse mit dem Testvirus HRV-1B eine Spaltungsaktivität von 80-85 
Prozent. 
Als weiteres mögliches DNAzym wurde Dua-03-L6R12 an Schnittstelle 5 mit 
optimalen Bindungsdomänen von 6 Basen links und 12 Basen rechts identifiziert. 
Allerdings zeigte dieses DNAzym mit knapp über 40 Prozent eine deutlich schwächere 
Aktivität gegenüber dem Testvirus HRV-1B, als die Varianten an den Schnittstellen 3 
und 4. 
3.5 Abschließende Untersuchungen 
Nachdem es gelungen war mit dem DNAzym Dua-02-L10R11 eine klar beste Variante 
zu selektieren wurde es abschließend nochmals im Hinblick auf seinen Einsatz in ex 
vivo und in vivo Bedingungen untersucht. 
3.5.1 Abhängigkeit von der Inkubationszeit 
Es wurde untersucht, welchen Einfluss die Länge der Inkubationszeit auf das Ergebnis 
der Spaltungsprüfungen hat. Dabei zeigte Dua-02-L10R11 schon nach dem ersten 
Messpunkt bei 150 Sekunden eine starke Reduktion der Substrat-RNA auf unter 80 
Prozent. Nach 10 Minuten war mit unter 35 Prozent verbliebenem Substrat bereits 
deutlich mehr als die Hälfte des Virus-RNA Fragments umgesetzt. Nach einer halben 
Stunde erreichte das DNAzym eine Reduktion des Substrats auf weniger als 20 Prozent 
des Ausgangswertes (siehe Abb. 49). Die dem Diagramm zu Grunde liegenden Bilder 






Abb. 49 Ausmaß der Spaltungsaktivität von Dua-02-L10R11 gegenüber dem HRV-1B 5‘-UTR 
Fragment in Abhängigkeit von der Inkubationszeit 
3.5.2 Temperaturabhängigkeit 
Es wurde außerdem untersucht, welchen Einfluss eine niedrigere Inkubationstemperatur 
von 33°C gegenüber der stets vorher getesteten 37°C auf die Spaltungsaktivität von 
Dua-02-L10R11 hat. Dabei zeigte sich die Spaltungsaktivität leicht beeinträchtigt, 
jedoch mit unter 20 Prozent verbliebener Substratmenge in der quantitativen 
Auswertung immer noch sehr stark. Für das Ergebnis der durchgeführten Spal-
tungsprüfung siehe Abb. 50. Für die quantitative Auswertung wurden die Mittelwerte 
der Substratbandenintensität der jeweils vier getesteten Proben pro Temperaturstufe mit 
dem Mittelwert der Bandenintensität der beiden Proben ohne Inkubation in Relation 




























Abb. 50 Testung der Spaltungsaktivität von Dua-02-L10R11 in Abhängigkeit von der In-
kubationstemperatur; 150 ng Virus-RNA, 125 ng GATA3-RNA und 7,5 pmol DNAzym pro 
Probe auf 2,5% TAE-Agarosegel; I.K.: Interne Kontrolle, S.: Substrat, P.: Produkte 
 
 
Abb. 51 Ausmaß der Spaltungsaktivität von Dua-02-L10R11 gegenüber des HRV-1B 5‘-UTR 
Fragments in Abhängigkeit von der Inkubationstemperatur 
3.5.3 DNAzym-Modifikation 
Um die Haltbarkeit des DNAzyms Dua-02-L10R11 im Zellmilieu zu erhöhen und es 
dadurch zukünftig ex vivo in Zellkulturen oder in vivo in Tierversuchen oder klinischen 
Studien verwenden zu können, wurde es durch das Anheften eines invertierten 



























und modifizierten Version zeigten sich keine bedeutsamen Unterschiede in der 
Spaltungsaktivität (siehe Abb. 52). 
  
Abb. 52 Testung von Dua-02-L10R11 mit Modifikation; 150 ng Virus-RNA variable Mengen 






Bei der Entwicklung eines Mittels gegen Rhinoviren muss berücksichtigt werden, dass 
alle Rhinovirustypen humanpathogen sind und deshalb Erkrankungen beim Menschen 
hervorrufen können. Eine große Anzahl unterschiedlicher Virustypen zirkuliert 
gleichzeitig innerhalb einer Population und verschiedene Genotypen kommen sogar 
parallel in einer Familie vor (Savolainen et al. 2002; Peltola et al. 2008). Zusätzlich sind 
jedes Jahr andere Virustypen nachzuweisen, sodass eine enorme Bandbreite an 
unterschiedlichen Typen für Erkrankungen verantwortlich sein kann (Olenec et al. 
2010). Insbesondere die höher-virulenten Spezies A und C müssen beachtet werden 
(Lee et al. 2012). Ein Mittel gegen Rhinoviren sollte deswegen in der Lage sein 
möglichst alle bekannten Rhinovirustypen abzudecken, um erfolgsversprechend zu 
sein. 
Weiterhin muss ein Therapeutikum gegen humane Rhinoviren sehr sicher und gut 
tolerierbar sein, da viele Patienten nur an einer leichten selbstlimitierten Erkrankung 
leiden und somit schon gering ausgeprägte unerwünschte Arzneimittelwirkungen nicht 
akzeptiert werden können (Patick 2006). 
Zusätzlich besteht das Problem, dass eine Erkrankung mit Rhinoviren sehr schnell 
verläuft. Nach der Infektion können die ersten Symptome schon nach 10-12 Stunden 
auftreten, das volle Krankheitsbild tritt nach 1-2 Tagen auf und verschwindet, bei sonst 
gesunden Patienten, meist rasch innerhalb einer Woche (Harris und Gwaltney 1996; 
Lessler et al. 2009). Auch bei Asthmatikern, wo Rhinoviren eine deutlich länger 
anhaltende Symptomatik hervorrufen können, ist es wichtig, die Infektion initial 
aufzuhalten, um somit idealerweise eine Ausbreitung in die tiefen Atemwege zu 
verhindern (Gern et al. 1997). Problematisch ist dabei, dass Infektionen vor allem bei 
Erwachsenen asymptomatisch verlaufen können (Peltola et al. 2008). Bei einer 
vermuteten Infektion mit Rhinoviren muss deswegen sofort gehandelt und eine 
Therapie eingeleitet werden, um Aussicht auf Erfolg zu haben (Patick 2006). Somit 
bleibt eventuell kaum Zeit bei Verdacht eine spezifische Diagnose zu erheben, sondern 
es muss schnellstmöglich mit einer Therapie begonnen werden. Im Extremfall impliziert 
dies eine empirische Behandlung bei Verdacht auf eine Infektion und ggf. eine 
prophylaktische Behandlung von Risikopatienten bei direktem Kontakt zu erkrankten 
Individuen. 
Folglich wäre es ein sinnvoller Ansatz, einer Infektion und möglichen Exazerbation von 
chronischen Lungenkrankheiten schon präventiv durch einen Impfstoff vorzubeugen. 
Entsprechende Bemühungen einen Impfstoff gegen alle Rhinovirustypen zu entwickeln, 




zielführend (Papi und Contoli 2011). Das Hauptproblem bildet die große antigene 
Diversität der über 100 verschiedenen Virustypen, welche zusätzlich durch 
Rekombination bei parallelen Infektionen mit unterschiedlichen Typen und eine hohe 
Mutationsrate des Genoms ständig im Wandel sind (Palmenberg et al. 2010; Waman et 
al. 2014). Zwar gibt es mittlerweile Ansätze, welche Anteile des viralen Kapsidproteins 
als Zielantigene nutzen und teilweise eine Kreuzaktivität zwischen verschiedenen nicht 
verwandten Virustypen zeigen konnten (Edlmayr et al. 2011; Katpally et al. 2009), 
jedoch sind auch diese Projekte weit davon entfernt eine Impfung mit kompletter 
Abdeckung aller Typen zu realisieren (Rohde 2011; Papi und Contoli 2011). 
Alle bisherigen Therapieansätze sind an den hohen Ansprüchen gescheitert, da sie 
entweder keine ausreichende Wirksamkeit und Abdeckung aller Rhinovirustypen oder 
nicht tolerierbare unerwünschte Arzneimittelwirkungen aufwiesen (Jacobs et al. 2013). 
Mit diesem Projekt wurde sich deswegen für eine neuartige Strategie mit einem 
Antisense-Molekül in Form eines DNAzyms entschieden um diese Hürden zu 
überwinden. Die Eigenschaften dieser Substanzgruppe eignen sich sehr gut für den 
Einsatz gegen Rhinoviren, da das virale Genom aus einem Einzelstrang-RNA-Molekül 
exakt der Zielstruktur dieser Substanzklasse entspricht (Palmenberg et al. 2009). 
Dadurch sind Antisense-Moleküle in der Lage, die genomische RNA der Rhinoviren 
direkt anzugreifen und über ihren Abbau potentiell den kompletten viralen Stoffwechsel 
zu unterbinden. Wird das virale Genom zerstört, so kann sich das Virus weder durch 
Replikation vermehren, noch können durch Translation virale Proteine gebildet werden, 
die der menschlichen Wirtszelle schaden könnten (Lim et al. 2008). Dabei agiert das 
Antisense-Molekül hochspezifisch, da es durch seine Zielsequenz selektiv eine 
bestimmte Stelle des Zielmoleküls erkennt und angreift (Santoro und Joyce 1998). 
Außerdem ergibt sich durch den intrazellulären Angriff auf das Genom der Vorteil, dass 
die hohe antigene Diversität der verschiedenen Rhinovirustypen – bedingt durch die 
Epitop-bildenden Kapsidproteine – umgangen wird. Jeder Sequenzabschnitt mit einer 
Purin-Pyrimidin-Basenabfolge auf der viralen RNA bildet zunächst eine mögliche 
Angriffsstelle für DNAzyme (Santoro und Joyce 1997). So konnten sie gezielt für 
Sequenzabschnitte mit großer Ähnlichkeit in allen Rhinovirustypen entworfen werden 
und erlauben dadurch eine breite Abdeckung. Dies ermöglichte die Suche nach 
potentiellen Schnittstellen innerhalb der 5‘-UTR und der CRE Region. Beides sind hoch 
konservierte Sequenzelemente, die auf allen Rhinoviren vorhanden sind und dabei einen 
hohen Grad an Sequenzübereinstimmung aufweisen (Palmenberg et al. 2009). Diese 
Abschnitte bilden – neben der Möglichkeit einer breiten Abdeckung – außerdem 
interessante Zielstrukturen, da sie essentielle Aufgaben im viralen Lebenszyklus 




dieser Sequenzabschnitte ist entsprechend mit einem großen Effekt auf die Proliferation 
des Virus zu rechnen. 
Die vielversprechenden Eigenschaften der Antisense-Moleküle haben in den letzten 
Jahren zu vielen Entwicklungen und klinischen Testungen dieser Substanzen als neue 
therapeutische Mittel gegen unterschiedlichste Krankheitsbilder geführt. Die 
Krankheitsentitäten umfassen dabei maligne, infektiöse, metabolische, neurologische 
und chronisch entzündliche Leiden (Potaczek et al. 2016; Karnati et al. 2014). Bisher 
gibt es zwei von der US Food and Drug Administration zugelassene Antisense-Mittel: 
Fomivirsen, ein Oligonukleotid gegen Zytomegalie-Retinitis bei HIV-Patienten und 
Mipomersen, ein Oligonukleotid gegen Apolipoprotein B-100 bei homozygoter 
familiärer Hypercholesterinämie (Kastelein et al. 2006; Akdim et al. 2010). Ein Beispiel 
für einen DNAzym-basierten Therapieansatz in klinischer Testung ist das DNAzym 
hgd40 gegen den Transkriptionsfaktor GATA3 zur Behandlung von Th2-gesteuertem 
Asthma (Homburg et al. 2015; Sel et al. 2008). 
Die Fähigkeit, einen direkten und spezifischen Angriff auf virale RNA zu ermöglichen, 
ist allen Antisense-Strategien gemeinsam. Bei diesem Projekt wurde sich speziell für 
DNAzyme entschieden, da diese Molekülart auch gegenüber anderen Antisense-
Strategien Vorteile bietet. Genau wie Ribozyme sind DNAzyme nicht auf weitere 
Moleküle angewiesen, um ihre Wirkung zu entfalten, sondern sind eigenständig 
katalytisch aktiv (Bhindi et al. 2007). Im Vergleich zu Ribozymen zeichnen sich 
DNAzyme durch günstigere Herstellungskosten, bessere in vivo Stabilität, größere 
Flexibilität in der Zielsequenzzusammensetzung und gleichwertig bis tendenziell 
höhere Reaktionsraten aus (Kurreck et al. 2002; Schubert und Kurreck 2004). 
Insbesondere die flexibleren Zielsequenzen ermöglichen spezifischere 
Spaltungsmöglichkeiten im Vergleich zu Ribozymen und damit einen großen Vorteil 
für die vorliegende Zielsetzung (Kuwabara et al. 1997). 
4.1 Vorgehensweise und Schwierigkeiten bei der 
Entwicklung erfolgreicher DNAzyme 
Ein elementar wichtiger Punkt ist das Auffinden einer geeigneten Zielsequenz auf dem 
Zielmolekül. Grundsätzlich muss ein Sequenzabschnitt auf der Ziel-RNA ein Purin-
Pyrimidin-Basenpaar enthalten, um als Schnittstelle für ein DNAzym vom 10-23-Typ 
in Frage zu kommen (Santoro und Joyce 1997). Jedoch ist nur ein kleiner Anteil von 
teilweise nur ca. 10% dieser potentiellen Schnittstellen tatsächlich für DNAzyme 
zugängig (Cairns et al. 2003). Vorhersagen darüber, welche der eventuellen 
Schnittstellen wirklich geeignete Ziele darstellen, lassen sich ohne eine Testung nur sehr 




in der Beschaffenheit der Sekundär- und Tertiärstruktur des Substratmoleküls. Feste 
intramolekulare Basenpaarungen oder weitere mit dem RNA-Molekül interagierende 
Moleküle können die Anlagerung von DNAzymen verhindern (Sohail und Southern 
2000). Die Anlagerung ist eine Voraussetzung, aber nicht alleine ausreichend für 
DNAzym-Aktivität (Kurreck et al. 2002). Selbst wenn ein DNAzym an die Zielsequenz 
bindet, muss zusätzlich ein katalytisch-aktiver Enzym-Substrat-Komplex formiert wer-
den, dessen Ausbildung durch umliegende Strukturen behindert werden kann (Schubert 
et al. 2004). In Abhängigkeit der Basenzusammensetzung der Schnittstelle zeigen 10-
23-DNAzyme außerdem unterschiedlich starke katalytische Aktivität. Beste Ergebnisse 
traten bei Schnittstellen mit der Basenzusammensetzung aus Guanin-Uracil oder 
Adenin-Uracil ein (Cairns et al. 2003). Aus diesen Gründen wurde in der vorliegenden 
Arbeit eine systematische Screening Untersuchung durchgeführt, bei der alle 
potentiellen Guanin-Uracil Schnittstellen und ausgesuchte Adenin-Uracil Stellen in den 
vorher festgelegten Zielbereichen auf der viralen RNA von drei Testviren getestet 
wurden. Wie erwartet, zeigte nur eine Minderheit der getesteten DNAzyme 
nachweisbare Aktivität. Je nach untersuchtem Zielbereich unterschied sich der Anteil 
an funktionellen DNAzymen, was durch die unterschiedlich stark ausgeprägte 
Sekundärstruktur der Sequenzabschnitte erklärt werden kann. Die unterschiedliche 
Aktivität der funktionellen DNAzyme wurde in einem ersten Schritt qualitativ beurteilt, 
um im weiteren Verlauf die besten Kandidaten auswählen zu können. 
Besonders erschwerend kam die hohe Diversität der zurzeit erfassten 322 Isolate von 
137 unterschiedlichen Rhinovirustypen hinzu (McIntyre et al. 2013). Um alle 
Infektionen mit Rhinoviren abdecken zu können, musste das DNAzym deswegen für 
eine Schnittstelle entworfen werden, die DNAzym-Aktivität ermöglicht und 
gleichzeitig in möglichst allen Rhinovirusisolaten vorhanden ist. Dabei war es aufgrund 
der enorm hohen Anzahl an Rhinovirustypen nicht möglich, mit allen Virustypen 
experimentelle Untersuchungen durchzuführen. Als erste Strategie dienten in der 
Herangehensweise an dieses Problem das Design und die Versuche mit den drei 
unterschiedlichen Testviren. Nach der Screening-Untersuchung konnten die 
funktionellen Schnittstellen zwischen den verschiedenen Testviren anhand von 
Sequenzalignements miteinander verglichen werden. So wurden funktionelle 
Schnittstellen identifiziert, die in mehreren Testviren gleichzeitig vorhanden sind und 
entweder durch ein einzelnes DNAzym, oder durch eine Gruppe ähnlicher DNAzyme 
abgedeckt werden (siehe Tab. 18 und Tab. 19). Daraufhin folgte mit Hilfe der erstellten 
Virusgenom-Datenbank eine Überprüfung bei welchem Anteil der bekannten, aber 
nicht getesteten Virustypisolate ebenfalls die erforderlichen Zielsequenzen für die 




Die Auswertung der Screening-Untersuchung zeigte, dass in der CRE Region zwar viele 
funktionelle Schnittstellen für DNAzyme gefunden werden konnten, eine ausreichende 
Sequenzübereinstimmung aber weder für die Abdeckung aller Testviren, noch für eine 
ausreichende Anzahl an Virustypisolaten gegeben war. Hingegen konnten in der 5‘-
UTR einige DNAzym-Kandidaten identifiziert werden, die Aktivität zeigten und 
gleichzeitig eine große Anzahl der bekannten Virustypisolate abdeckten. 
Bei den gefundenen Schnittstellen innerhalb der CRE Region zeigte sich dement-
sprechend wieder das Problem der hohen Diversität der unterschiedlichen Virustypen. 
Selbst innerhalb des eigentlich hoch konservierten Bereiches der CRE Region existieren 
zu viele Unterschiede zwischen den verschiedenen Virustypen, um eine einzelne, auf 
alle passende, Zielsequenz für ein DNAzym zu finden. Auch der Versuch, die 
Abdeckung der gefundenen funktionellen DNAzyme durch Kreuz-Aktivität bei nicht 
komplett komplementären Zielsequenzen zu verbessern, war nicht wirksam, bestätigte 
aber die hohe Sequenzspezifität der Moleküle. 
Weitaus erfolgreicher war der Versuch, die Aktivität der DNAzyme in der 5‘-UTR mit 
bereits gegebener ausgezeichneter Abdeckung durch eine Verlängerung der 
Bindungsarme zu verbessern. Die extrem hohe Konservierung der Virussequenz kann 
durch die wichtige Funktion im Bereich dieser Zielsequenzen begründet werden, welche 
in diesen Abschnitten komplexe Sekundärstrukturen in Form von Stamm-Schlaufen-
Subdomänen formt (Witwer et al. 2001; Anderson et al. 2007a). Durch eine 
vergleichende Analyse der Zielsequenzen mit Modellen der Sekundärstruktur zeigte 
sich, dass die hochkonservierten Zielsequenzen der DNAzyme in den basalen Anteilen 
einer Stamm-Schlaufen-Subdomäne liegen. Dadurch sind einige Basen der Zielsequenz 
direkt für die DNAzyme zugängig, während andere Abschnitte in der RNA-
Sekundärstruktur gebunden sind. Um sich erfolgreich anzulagern und die RNA zu 
spalten, müssen die DNAzyme entsprechend bei der Anlagerung in der Lage sein die 
Sekundärstruktur der RNA aufzubrechen. Obwohl in der vorliegenden Arbeit nicht mit 
kompletten Virus-Genomen, sondern mit RNA-Fragmenten gearbeitet wurde, besaßen 
diese die benötigte Länge, um die entscheidende Stamm-Schlaufen-Subdomäne 
vollständig auszuformen. Es konnte nachgewiesen werden, dass diese Sekundärstruktur 
tatsächlich auch unter den Versuchsbedingungen erheblichen Einfluss auf die Aktivität 
der DNAzyme in dieser Region hat (siehe Abschnitt 3.3.2.4), die DNAzyme mit 
Zielsequenzen in der Basis der Stamm-Schlaufen-Subdomäne bei geeigneter 
Bindungsarmlänge aber trotzdem sehr gute Aktivität zeigen. Es kann angenommen 
werden, dass sich die DNAzyme zuerst an die frei zugänglichen Basen anlagern und 
dann in der Lage sind, die Sekundärstruktur aufzubrechen, um somit die gesamte 




Interaktionen mit der Ziel-RNA eingehen können. Um die ideale Länge der 
Bindungsdomänen herauszufinden, wurden quantitative Messungen der enzymatischen 
Aktivität mit allen potentiellen DNAzymen unterschiedlicher Bindungsarmlänge 
durchgeführt. So wurde für jedes DNAzym in dieser Position – Dua-01, Dua-02 und 
Dua-03 – die ideale Bindungsarmzusammensetzung ermittelt, bei der sowohl Aktivität 
als auch Abdeckung von Virustypisolaten am vielversprechendsten ist. Eine solche 
Vorgehensweise zum Auffinden funktioneller DNAzyme durch Berücksichtigung der 
vorliegenden Sekundärstruktur wird auch durch andere Studien unterstützt 
(Amarzguioui et al. 2000; Sioud 1997). Ebenso ist bekannt, dass die jeweilige 
Bindungskapazität direkt von der Sequenzzusammensetzung der Bindungsdomänen 
abhängig ist. Je nach Basenzusammensetzung (Guanin und Cytosin bilden stärkere, 
Adenin und Uracil schwächere Basenpaarungen aus) werden in der der Länge 
veränderte oder modifizierte Bindungsarme benötigt um ideale Bindungskapazität zu 
erreichen (Cairns et al. 1999). Dabei gilt es zu berücksichtigen, dass die Dissoziation 
von der Substrat-RNA nach Zerschneiden des Ziel-Moleküls durch zu starke Interaktion 
behindert werden kann. Entsprechend wurden in der abschließenden Selektion der 
Bindungsdomänenlängen bei gleicher Aktivität immer die kürzere Variante bevorzugt 
(siehe 3.4.2.4). 
Die sehr guten Ergebnisse der final selektierten DNAzyme mit starker Aktivität gegen 
alle Testviren und die Sequenzübereinstimmung mit über 98 Prozent aller bekannten 
Virustypisolate können jedoch nicht direkt auf den intrazellulären Einsatz bzw. auf das 
ultimative Ziel, die Behandlung von Patienten, übertragen werden. Es muss betont 
werden, dass die beobachteten Ergebnisse unter künstlichen Reaktionsbedingungen 
erreicht wurden. Dabei sollte die grundsätzliche Möglichkeit einer gezielten 
Bekämpfung von Rhinoviren mittels DNAzymen untersucht und die Basis für 
weiterführende Forschung gelegt werden. So war sichergestellt, dass ein Überschuss an 
DNAzym Molekülen direkt in Verbindung mit der Ziel-RNA treten konnte. Letztere 
bestand nicht aus kompletten Virusgenomsequenzen, sondern aus Fragmenten der 
ausgewählten Testviren. Auch die äußeren Reaktionsbedingungen in vitro entsprachen 
dabei nicht exakt denen im intrazellulären Milieu mit veränderlichen Temperaturen, 
Elektrolyt-konzentrationen und weiteren beeinflussenden Molekülen, wie bspw. den 
zellulären Proteinen. Trotzdem wurden die physiologischen Bedingungen durch den 
Versuchsaufbau in vitro weitestmöglich nachgestellt, um aussagekräftige Ergebnisse, 
auch im Hinblick auf einen zukünftigen intrazellulären Einsatz, zu erzielen. 
Insbesondere die Konzentration der Magnesium-Ionen, welche als Kofaktoren großen 
Einfluss auf die Aktivität von 10-23-DNAzymen haben, lag in allen Versuchen mit 




(Santoro und Joyce 1998; Murphy 2000; Jahnen-Dechent und Ketteler 2012). Damit 
wurde sich bewusst gegen, wie in anderen in vitro Testungen üblich, höhere 
Konzentrationen und entsprechend stärkere DNAzym-Aktivität entschieden, um 
validierte Aussagen über die mögliche katalytische Aktivität für spätere 
Untersuchungen intrazellulär treffen zu können (Schubert et al. 2003; Kurreck et al. 
2002; Victor et al. 2017). Direkten Einfluss auf die DNAzym-Aktivität hat auch die 
Reaktionstemperatur, welche bei zukünftigen therapeutischen Einsätzen abhängig von 
der Position innerhalb der Atemwege an der infizierten Atemwegsschleimhaut 
schwanken könnte. Relevant für induzierte Asthmasymptome dürften Infektionen der 
unteren Atemwege bei der verwendeten Standard-Inkubationstemperatur für DNAzyme 
von 37°C sein (Papadopoulos et al. 2000). Wichtig ist aber auch, dass DNAzyme bei 
potentiell niedrigeren Temperaturen der oberen Atemwege funktionieren. Diese 
unterschiedlichen Bedingungen wurden berücksichtigt, indem neben 37°C auch 
Versuche bei 33°C durchgeführt wurden. Es zeigte sich, wie zu erwarten, eine etwas 
verminderte, aber immer noch gute Aktivität unter diesen veränderten Bedingungen 
(siehe Abschnitt 3.5.2). Somit ist ein Einsatz der DNAzyme im Temperaturbereich von 
33-37°C möglich und damit im kompletten Atemtrakt erfolgsversprechend. 
Die virale RNA bestand aus Fragmenten der eigentlichen Virusgenome, jedoch waren 
die Virussequenzen mit einer Länge zwischen 498 und 703 Basen (je nach Testvirus 
und Region) alle in der Lage, über intramolekulare Basenpaarung eine Sekundärstruktur 
auszubilden. Dies zeigte sich in der fehlenden Aktivität vieler DNAzym-Kandidaten in 
der Screening-Phase und hatte vor allem Einfluss auf die benötigten Veränderungen, 
welche vorgenommen wurden, um die final selektierten DNAzyme (Dua-01, Dua-02 
und Dua-03) in ihrer Aktivität zu verbessern. Somit wurde die komplexe 
Sekundärstruktur des hochkonservierten Zielabschnitts der 5‘-UTR schon in dieser 
Arbeit berücksichtigt und stellt kein Hindernis für die final selektierten DNAzyme dar. 
In weiterführenden intrazellulären Versuchen und Einsätzen gegen vollständige Virus-
Genome sollten somit allenfalls Proteine und andere Moleküle, die mit der RNA 
interagieren, zusätzlich die Bindung der DNAzyme an das Substrat behindern (Chen et 
al. 1997). Da die Zielsequenzen im Bereich der wichtigen IRES liegen, binden hier 
Ribosomen, zur Einleitung der Translation, und Proteine, teils zur Modulation dieses 
Prozesses, teils aus noch unbekannten Gründen (Jackson et al. 1990; Borman et al. 
1993; Lin et al. 2009). Dennoch besteht eine sehr gute Chance, dass die DNAzyme, 
ähnlich wie Antisense-Oligonukleotide, mit ihren spezifischen und verlängerten 
Bindungsarmen in der Lage sind, hinsichtlich der Bindung an die virale RNA zu 
konkurrieren (Baker et al. 1997). Tatsächlich konnte ein Ansatz mit einem Antisense-




Blockade, mit Verdrängung der Ribosomen und viralen Proteinen von ihren 
Bindungsstellen und ohne folgende Zerschneidung der RNA, signifikante Effekte ex 
und in vivo nachweisen (Stone et al. 2008). 
Grundsätzlich muss beim Einsatz von Molekülen, die spezifisch eine bestimmte 
Struktur des Virus angreifen, mit der Entwicklung von Mutationen und daraus 
folgenden Resistenzen gegenüber dem angreifenden Molekül gerechnet werden (Gitlin 
et al. 2005; Kusov et al. 2006). Jedoch zeigt die hohe Sequenzübereinstimmung 
zwischen den unterschiedlichen Virustypen an, dass in solchen Bereichen nur wenige 
Mutationen zu überlebensfähigen Mutanten führen. Die Viren scheinen auf den Erhalt 
der Sequenzbeschaffenheit – insbesondere im Bereich der extrem konservierten 
Zielsequenz der final ausgewählten DNAzyme – angewiesen und entsprechend ist die 
Gefahr für die Entwicklung von Resistenzen durch Sequenzmutationen vermindert 
(Stone et al. 2008). 
Die verwendeten Testviren umfassten drei Vertreter von insgesamt 137 bekannten 
Virustypen. Mit diesen Viren, die sich in ihren Sequenzen und Eigenschaften 
unterscheiden (Zugehörigkeit zur Major und Minor Group) und bereits häufig in der 
Forschung verwendet wurden, fiel die Entscheidung auf entsprechend aussagekräftige 
Repräsentanten (Palmenberg und Gern 2015; Mallia et al. 2011; Andries et al. 1990). 
Die Abdeckung der restlichen Virustypen wurde basierend auf den Sequenzanalysen in 
silico mittels der erstellten Virusgenom-Datenbank beurteilt. Eine breitere direkte 
Testung und Berücksichtigung weiterer Testviren wäre zu aufwendig und teilweise, auf 
Grund der Nichtanzüchtbarkeit der Rhinovirusspezies C, unmöglich gewesen (Lau et 
al. 2010). Allerdings ist eine direkte Übertragbarkeit der Aktivität gegen die Testviren 
auf die ungetesteten Rhinovirustypen insbesondere für den Bereich der 
hochkonservierten Zielsequenzen sehr wahrscheinlich. Durch die extreme 
Sequenzhomologie herrschen hier für die DNAzyme mit allen Rhinoviren stark 
ähnliche Reaktionsvoraussetzungen. Dies bestätigte sich in den vorliegenden Testungen 
durch parallel positive Effekte der Veränderungen und die Möglichkeit zur Selektion 
der gleichen idealen Bindungsdomänenlängen in allen drei Testviren (siehe Abschnitt 
3.4.1.4). 
Die DNAzyme waren in den in vitro Versuchen im Überschuss vorhanden und 
zusätzlich nicht den Angriffen zellulärer Nukleasen ausgesetzt. Auch intrazellulär einen 
generellen Überschuss an DNAzymen gegenüber den sich bereits replizierenden Viren 
zu schaffen, ist unrealistisch. Allerdings ist vorstellbar, dass man mit einer frühen oder 
prophylaktischen Behandlung diese positiven Mengenverhältnisse insbesondere in noch 
nicht betroffenen Teilen des Atemtrakts erreicht, bevor sich die Infektion dorthin 




direkten, lokalen und repetitiven Behandlung des Atemtrakts mittels inhalativer Gabe. 
Dabei wird die Ausbreitung des Mittels auf die gewünschten Bereiche beschränkt und 
lokal am Wirkort können hohe Dosen erreicht werden, während mögliche 
Nebenwirkungen durch systemische Verteilung verhindert werden (Guimond et al. 
2008). Zusätzlich sind DNAzyme grundsätzlich in der Lage durch multiple Reaktionen 
eine Vielzahl an Substratmolekülen zu zerschneiden und können dadurch auch bei 
einem negativen Mengenverhältnis wirksam sein (Kurreck et al. 2002). 
Beim Einsatz im Patienten – der eine hohe Sicherheit des Mittels voraussetzt – ist 
vorteilhaft, dass DNAzyme, mit ihrem Aufbau aus Nukleinsäuren, aus natürlich im 
Körper vorkommenden Substanzen bestehen und damit nicht toxisch für den 
Organismus sind. Im Körper vorhandene Nukleasen sind in der Lage, diese Moleküle 
schnell in ihre Einzelbausteine zu zerlegen, damit unwirksam zu machen und in den 
Stoffwechsel zu überführen. Trotzdem berichten einzelne Quellen von möglichen 
Nebenwirkungen durch Abbauprodukte der Nukleinsäuren in bestimmten 
Konzentrationen und Verhältnissen mit folgenden antiproliferativen Effekten (Vaerman 
et al. 1997; Koziolkiewicz et al. 2001). Diese Beobachtungen müssen ernst genommen 
und die entwickelten Moleküle darauf getestet werden. Sollten diese Effekte auftreten, 
kann durch Modifikation der Moleküle Einfluss darauf genommen werden, jedoch 
spielte diese Problematik in einer Vielzahl klinischer Studien keine Rolle (Dias und 
Stein 2002; Potaczek et al. 2016; Bhindi et al. 2007). 
Um den schnellen Abbau der DNAzyme durch die körpereigenen Enzyme zu 
verlangsamen und damit einen erfolgsversprechenden Einsatz im menschlichen 
Organismus überhaupt zu ermöglichen, müssen die Moleküle leicht modifiziert werden 
(Schubert und Kurreck 2004). Für die weiterführenden Untersuchungen wurden 
deswegen – durch das Anheften eines invertierten Thymidins am 3‘-Ende – modifizierte 
Moleküle entwickelt, die resistenter sind und trotzdem vergleichbare Aktivität zu den 
ursprünglichen DNAzymen zeigen konnten (siehe Abschnitt 3.5.3). Auf diese Weise 
modifizierte DNAzyme konnten schon in anderen Arbeiten erfolgreich eingesetzt 
werden (Sun et al. 1999; Dass et al. 2002; Yen et al. 1999). Dabei fungiert das invertierte 
Thymidin als einfacher Schutz vor Exonukleasen, welcher in Studien die Halbwertszeit 
getesteter DNAzyme von 2 auf über 20 Stunden erhöhen und somit die Stabilität der 
Moleküle um das Zehnfache steigern konnte (Schubert et al. 2003; Sun et al. 1999). 
Aufwendigere Modifikationen des Nukleinsäure-Rückgrads versprechen einen noch 
längeren Schutz und teilweise verbesserte Aktivität durch stärkere Affinität der 
modifizierten Basen zum Zielmolekül (Schubert et al. 2003). Beide Eigenschaften 
schienen allerdings für die hier final selektierten DNAzyme mit bereits ausgezeichneter 




einhergehen können (siehe unten). Die vorgenommene Modifikation hingegen bedeutet 
keine große Veränderung des ursprünglichen Moleküls und zeigte auch in anderen 
Untersuchungen nur geringen bis keinen Einfluss auf die katalytische Aktivität 
(Schubert et al. 2003). Sind die DNAzyme relativ geschützt gegenüber katalytischem 
Abbau, kann sich die Anwesenheit von Nukleasen sogar positiv auf die Effektivität 
gegen die virale RNA auswirken. Antisense-Oligonukleotide entfalten ihre Wirkung 
unter anderem über die Rekrutierung der RNase H. Diese zelluläre Nuklease erkennt 
DNA-RNA-Heteroduplices und baut den gebundenen RNA-Strang ab (Dias und Stein 
2002). So kann auch virale RNA, die nur von den Bindungsdomänen des DNAzyms 
gebunden aber noch nicht erfolgreich zerschnitten wurde, durch zelluläre Nukleasen 
unschädlich gemacht werden (Heidenreich et al. 1996). Die Effektivität der DNAzyme 
würde durch diesen Synergismus mit zellulären Enzymen entsprechend gesteigert. 
Zusammenfassend soll das invertierte Thymidin so den notwendigen Schutz gegen zu 
schnellen Abbau bis zur Entfaltung der Aktivität gewährleisten und gleichzeitig 
aufwendigere Veränderungen und die damit einhergehende Erschaffung unnatürlicher, 
körperfremder Stoffe mit potentiell toxischen Effekten verhindern (Wahlestedt et al. 
2000; Winkler et al. 2010). 
Mögliche Nebenwirkungen durch den Einsatz von Antisense-Molekülen und 
DNAzymen im Speziellen lassen sich unterteilen in hybridisierungs-abhängig und 
unabhängig (Alton et al. 2012). Hybridisierungs-abhängige Fehlerkennungen 
menschlicher Nukleinsäuren mittels der entwickelten DNAzyme gegen virale RNA sind 
durch die sehr hohe Sequenzspezifität der Bindungsdomänen praktisch ausgeschlossen 
(Abdelgany et al. 2005; Levin 1999). Weitaus wahrscheinlicher ist das Auftreten 
hybridisierungs-unabhängiger Effekte, bedingt durch die chemische Struktur der 
verwendeten Moleküle. Diese sind nicht sequenzabhängig und daher generell auf 
gleichwertige Moleküle übertragbar (Jason et al. 2004). Immunzellen können mittels 
des Toll-like Rezeptor 9 (TLR 9) unmethylierte CpG-Motive innerhalb von Nukleotid-
Sequenzen erkennen und zu Zytokin-Ausschüttung, NK- und Th-Zell Aktivierung und 
Antikörperproduktion führen (Ioannou et al. 2002). Alle DNAzyme vom 10-23 Typ 
besitzen ein CpG-Motiv in ihrer katalytischen Domäne und je nach Zielsequenz 
eventuell weitere dieser Motive innerhalb der Bindungsdomänen (Santoro und Joyce 
1997). So enthalten auch die hier final selektierten DNAzyme entweder ein (Dua-03-
L6R12) oder zwei (Dua-01-L12R9 und Dua-02-L10R11) CpG-Motive. Ob es dadurch 
tatsächlich zu einer Immunreaktion kommt, ist jedoch auch von weiteren Faktoren, wie 
dem Nukleinsäure-Rückgrat und der restlichen Basensequenz abhängig (Krieg 1999). 
Tatsächlich ist sogar CpG-unabhängige TLR-Aktivierung möglich (Yasuda et al. 2006). 




Antisense-Moleküle resistenter zu gestalten, gehen jedoch vor allem durch erhöhte 
Bindungskapazität zu Proteinen einher mit der Gefahr für unerwünschte 
Nebenwirkungen (Levin 1999; Stein und Colombini 2008). Bei hohen systemischen 
Konzentrationen können alle Antisense-Moleküle über Protein-Interaktionen wirksam 
werden und bspw. das Komplementsystem und die Gerinnung beeinflussen (Shaw et al. 
1997). 
Für die hier entwickelten DNAzyme gegen Rhinoviren sind, basierend auf den 
erfolgreichen Testungen des DNAzyms hgd40 gegen den Transkriptionsfaktor GATA3 
zur Gabe bei Th2-getriggertes Asthma, keine relevanten Nebenwirkungen in 
weiterführenden Testungen zu erwarten (Homburg et al. 2015). Hgd40 entspricht in 
seiner chemischen Struktur den hier untersuchten DNAzymen und wurde ebenso für 
eine inhalative Gabe mit lokalem Wirkungsort in den Atemwegen entwickelt (Sel et al. 
2008). Trotz vorhandener CpG-Motive konnte für dieses DNAzym keinerlei 
Aktivierung verschiedenster angeborener Immunzellen nachgewiesen werden (Dicke et 
al. 2012). Mit der eventuellen Einschränkung leichter und komplett reversibler 
Immunparameterveränderungen bei höchsten Dosierungen, konnten in extensiven 
toxikologischen Untersuchungen weder lokale, noch systemische ungünstige Effekte 
beobachtet werden (Fuhst et al. 2013). Auch die Sicherstellung der Aufnahme in die 
Zellen des Atemtrakts – eine Hürde aus zahlreichen Zellversuchen mit Antisense-
Strategien auf dem Weg zu einem therapeutischen Ansatz – scheint für DNAzyme bei 
inhalatorischer Gabe kein Problem darzustellen. DNAzyme mit einem 3‘-invertierten 
Thymidin werden mittels einem Transfektions-Reagenz gut in Zellen aufgenommen 
und verbleiben auch nach 24 Stunden in aktiver Form (Dass et al. 2002). In 
Tierversuchen mit hdg40 konnte nach inhalatorischer Gabe des DNAzyms ohne 
zusätzliches Transfektions-Reagenz eine schnelle und gute Aufnahme in die Zellen des 
Atemtrakts, bei geringer systemischer Verteilung und guter Ausscheidung über den 
Urin nachgewiesen werden (Turowska et al. 2013). 
4.2 Fazit und Ausblick 
Mit dieser Arbeit ist es gelungen, die Grundlagen für einen Therapieansatz gegen 
Rhinoviren zu legen, indem ein funktionelles DNAzym gegen die genomische RNA 
dieses Infektionserregers entwickelt wurde. Dieses Mittel wird nach weiteren erfolg-
reichen intrazellulären und klinischen Testungen, mit Bestätigung von Wirksamkeit und 
Nebenwirkungsprofil, potentiell mehrere verschiedene Einsatzmöglichkeiten haben. 
Prinzipiell bietet es Aussicht auf eine kausale Therapie des häufigsten Erregers der 
banalen Erkältung. Trotz der meistens harmlosen, selbstlimitierenden Erkrankung, 




Husten, Kopf- und Rachenschmerzen den betroffenen Personen deutliche Beschwerden. 
Dadurch entstehen zusätzlich hohe sozioökonomische Kosten, etwa durch 
erkältungsbedingte Abwesenheit vom Arbeitsplatz oder inadäquate Antibiotika-
Therapie (Bramley et al. 2002; Gonzales et al. 2001). Ob eine Therapie in dieser 
Patientengruppe mit niedrigem Risikoprofil tatsächlich positive Effekte hätte und damit 
sinnvoll wäre bleibt zu eruieren. 
Insbesondere erscheint eine Therapie von Rhinovirus-Infektionen aber sinnvoll für be-
stimmte Risikogruppen, bei denen die Erkrankungen kompliziert verlaufen. Bei 
Säuglingen und kleinen Kindern könnten schwere Infektionen der unteren Atemwege, 
wie Bronchiolitiden, Bronchitiden und Pneumonien durch diese Erreger therapiert und 
somit ggf. Krankenhausaufenthalte bis hin zu Intensivbehandlungen verhindert werden 
(Renwick et al. 2007). Für immunsupprimierte Patienten wäre ein Mittel gegen 
potentiell tödlich verlaufende Infektionen verfügbar (Gutman et al. 2007). 
Eine große Belastung für viele betroffene Patienten und für die Gesundheitssysteme 
weltweit sind Infektionen mit Rhinoviren vor allem dann, wenn sie Menschen mit 
chronischen Atemwegserkrankungen betreffen. In diesen Fällen verlaufen Infektionen 
der unteren Atemwege mit deutlich stärkeren Symptomen und sind von längerer Dauer, 
als bei gesunden Vergleichspersonen (Corne et al. 2002). Dies ist der häufigste Grund 
für eine Exazerbation der Grunderkrankung und folgender stärkster Belastung der 
Patienten (Gern 2010). Aktuell fehlt hier eine kausale Therapie und man ist, mit 
teilweise ausbleibendem Erfolg, darauf angewiesen die symptomatische Therapie zu 
eskalieren (Doull et al. 1997; Oommen et al. 2003; Reddel und Barnes 2006). Damit 
steigt die Gefahr für unerwünschte Arzneimittelwirkungen, ohne dass der eigentlich 
verantwortliche Auslöser des veränderten Krankheitszustandes bekämpft wird. Die 
entwickelten DNAzyme greifen die Rhinoviren als Auslöser der Exazerbation hingegen 
direkt an. 
Durch die Behandlung von giemenden Rhinovirus-Infektionen in der Kindheit wäre es 
eventuell außerdem möglich, den Fortschritt einer asthmatischen Erkrankung in ihrer 
Entwicklung zu verlangsamen oder sogar zu verhindern. Die kindliche Lunge ist sehr 
sensibel und vulnerabel, sodass exogene Einflüsse durch Infektionen zu diesem 
Zeitpunkt einen großen Einfluss auf ihre Entwicklung haben können (Gern et al. 2005). 
Die aktuelle Controller-Therapie ist nicht in der Lage, die Entwicklung von Asthma 
aufzuhalten. Die Symptome werden während der Einnahme zwar unterdrückt, treten 
dann aber nach Beendigung der Therapie wieder auf (Bisgaard et al. 2006; Guilbert et 
al. 2006). Hier besteht Aussicht auf eine Beeinflussung dieses Prozesses, da die 
wiederkehrenden Infektionen im Kindesalter spezifisch behandelt und dadurch die 





Asthma bronchiale ist ein heterogenes Krankheitsbild aus wiederkehrender Obstruktion 
der unteren Atemwege, bedingt durch Hyperreagibilität der Atemwegsmuskulatur, 
Hypersekretion und entzündlicher Ödembildung in der Schleimhaut, das weltweit über 
300 Millionen Menschen betrifft. Oft beginnt die Krankheit in jungen Jahren und betrifft 
als chronisches Leiden ohne kurative Therapie alle Altersgruppen. Die exakten 
Mechanismen und Gründe der Entstehung sind seit vielen Jahren Thema der Forschung, 
wobei das Zusammenspiel aus genetischer Disposition und Umwelteinflüssen als 
wichtigste Faktoren gesichert ist. Mit konstant hohen Erkrankungsraten in den 
industrialisierten Nationen und steigenden Prävalenzen in den Entwicklungsländern 
geht Asthma mit hohen Kosten für die Gesundheitssysteme weltweit einher. Hohe 
Anteile der Kosten und der Belastung für die betroffenen Patienten gehen zurück auf 
Asthmaexazerbationen, mit einhergehendem Bedarf für Notfall-Behandlungen und 
Krankenhauseinweisungen, am häufigsten ausgelöst durch die Infektion mit humanen 
Rhinoviren. Gegen diese Erreger der banalen Erkältung existiert bisher keine etablierte 
Therapie. Mit ihrem Genom aus einem positiven Einzelstrang-RNA-Molekül bieten sie 
ein mögliches Ziel für Antisense-Moleküle, speziell für DNAzyme, welche in den 
letzten Jahren vermehrt erfolgreich in der Forschung und in klinischen Studien 
eingesetzt werden. In dieser Arbeit wurden DNAzyme gegen Abschnitte innerhalb der 
5`-untranslatierten Region und des CRE-Elements von drei repräsentativen Testviren 
entwickelt und auf in vitro Aktivität geprüft. Die Moleküle waren in der Lage, die virale 
RNA spezifisch zu schneiden. Mittels Erstellung einer in silico Datenbank war es in 
einem zweiten Schritt möglich, die restlichen nicht unmittelbar getesteten Virustypen 
auf das Vorkommen der gefundenen Schnittstellen zu überprüfen. Hier offenbarte sich 
das Problem von stark aktiven DNAzymen für einzelne Virustypen ohne breite 
Abdeckung der Gesamtheit einerseits, und DNAzymen mit breiter Abdeckung fast aller 
Virustypen aber geringer Aktivität andererseits. 
Als Ursache für die unterschiedliche Aktivität konnte die Sekundärstruktur des 
Virusgenoms identifiziert und im nächsten Schritt durch Modifikation der DNAzym-
Bindungsdomänenlänge die Abdeckung der verschiedenen Virustypen und die 
Spaltungsaktivität optimiert werden. So ist es gelungen vielversprechende DNAzyme 
zu selektieren, die in der Lage sind, mit ausgezeichneter Spaltungsaktivität über 98 
Prozent der bekannten Virustypisolate anzugreifen. 
Diese Moleküle können nun in weiteren Experimenten in vivo eingesetzt und getestet 
werden, um in Zukunft ein gezieltes Mittel gegen Erkältungsviren und durch sie 





Asthma is a heterogeneous syndrome of recurrent obstruction in the lower airways 
caused by hyperreactivity of the airway muscles, hypersecretion and inflammatory 
edema in the mucous membrane, which affects over 300 million people worldwide. The 
disease often starts at a young age and affects all age groups as a chronic disease without 
curative therapy. The exact mechanisms and reasons for development have been the 
subject of research for many years and have assured the interaction of genetic 
disposition and environmental influences as the most important factors. With constantly 
high disease rates in industrialized nations and increasing prevalence in developing 
countries, asthma is associated with high costs for healthcare systems worldwide. High 
proportions of costs and burden for the affected patients are due to asthma 
exacerbations, with associated need for emergency treatment and hospital admissions, 
most often triggered by infection with human rhinoviruses. So far there is no established 
therapy against these pathogens of the common cold. With their genome consisting of 
a positive single strand RNA molecule, they offer a potential target for antisense 
molecules, in particular for DNA enzymes, which have increasingly been used 
successfully in research and clinical studies in recent years. In this work, DNA enzymes 
were developed against sections within the 5`-untranslated region and the CRE element 
of three representative viruses and tested for in vitro activity. The molecules were able 
to specifically cleave the viral RNA. By creating an in silico database it was in a second 
step possible to check the remaining, not directly tested virus types for the presence of 
the found cleavage sites. This revealed the problem of highly active DNA enzymes for 
individual virus types without broad coverage of the whole on the one hand, and DNA 
enzymes with broad coverage of almost all virus types but low activity on the other. 
The secondary structure of the virus genome was identified as the cause for differing 
activity and coverage between virus types. In a next step the cleavage activity could be 
optimised by modifying the DNA enzyme binding domain length. Likewise, it has been 
possible to select promising DNA enzymes that are able to attack over 98 percent of 
known virus type isolates with excellent cleavage activity. 
These molecules can now be used and tested in further in vivo experiments to provide a 
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HRV-A  Rhinovirus Spezies A 
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HRV-C   Rhinovirus Spezies C 
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12.1.1 Detaillierte Ergebnisse der in silico Analyse 
Die folgenden Tabellen enthalten die detaillierten Ergebnisse der in silico Analyse. 
Tab. 22 Auflistung der Virustypisolate mit Angaben zur Abdeckung durch die aktiven 





























































































































N J J J J N N J N 
A1_JN815255.1 N N J J J J N J (16-33) J N 
A1_JN837694.1 N N J J J J N N J N 
A2_X02316.1 J (16-15) J J J J J N J (29-30) N N 
A7_DQ473503.1 J (29-14) J J J N N N N N N 
A7_FJ445176.1 J (29-14) J J J N N N N N N 
A8_FJ445113.1 J (16-15) J J J J J N N N N 












J J J N N N N N N 
A10_DQ473498.1 J (29-14) J J J J J J (29-29) N N N 
A10_FJ445178.1 J (29-14) J J J J J J (29-29) N N N 
A10_JN798575.1 J (29-14) J J J J J N N N N 
A10_JN798582.1 J (29-14) J J J J J N N N N 
A10_JN541269.1 J (29-14) J J J J J J (29-29) N N N 
A10_JN815247.1 J (29-14) J J J J J J (29-29) N N N 
A11_EF173414.1 J (29-14) J J J N N N N N N 
A12_EF173415.1 N N J J N N N N N N 
A12_HQ123441.1 ? ? ? ? ? ? N N N N 
A12_JF781511.1 ? ? ? ? ? ? N N N N 
A13_FJ445116.1 N N J J J J N N N N 
A13_FJ445117.1 N N J J J J N N N N 
A15_DQ473493.1 J (16-15) J J J J J N N N N 






















































































































A16_L24917.1 J (16-15) J J N N N J (16-32) J (16-33) N J 
A16_JN562722.1 J (16-15) J J J J J J (29-29) N N N 
A16_JN614992.1 J (16-15) J J J J J J (29-29) J (16-33) N J 
A16_JN798564.1 J (16-15) J J J J J J (29-29) J (16-33) N J 
A16_JN798574.1 J (16-15) J J J J J J (29-29) J (16-33) N J 
A16_JN815253.1 J (16-15) J J J J J J (29-29) J (16-33) N J 
A16_JN990704.1 J (16-15) J J J J J J (29-29) N N J 
A16_JX074057.1 J (16-15) J J J J J J (29-29) N N N 
A18_FJ445118.1 J (29-14) N J J J J N N N N 
A18_JF781496.1 J (29-14) J J J J J N N N N 












N J J J J J (16-32) N N N 
A20_FJ445120.1 J (29-14) J J J N N N N N N 
A20_JN541270.1 J (29-14) J J J N N J (16-32) N N N 
A20_JN614993.1 J (29-14) J J J N N N N N N 
A20_JN798571.1 J (29-14) J J J N N N N N N 
A20_JQ994494.1 J (29-14) J J J N N N N N N 
A21_FJ445121.1 J (16-15) J J J J J N N N N 
A21_JN837693.1 J (16-15) J J J J J N N N N 
A21_JQ747747.1 J (16-15) J J J J J N N N N 
















J J J N N J (29-29) N N N 
A24_EF173416.1 J (29-14) J J J N N N N N N 
A24_FJ445190.1 J (29-14) J J J N N N N N N 
A24_JN798563.1 J (29-14) J J J N N J (16-32) N N N 
A25_FJ445123.1 J (29-14) J J J J J N N N N 
A28_DQ473508.1 J (29-14) J J J N N J (16-32) N N N 
A28_JN798577.1 J (29-14) J J J N N N N N N 
A28_JN798580.1 J (29-14) J J J N N N N N N 
A28_JQ747751.1 J (29-14) J J J N N J (16-32) N N N 






















































































































A29_FJ445125.1 J (29-14) J J J J J J (29-29) J (29-30) N N 
A30_DQ473512.1 J (16-15) J J J N N N J (29-30) N N 
A30_FJ445179.1 J (16-15) J J J N N N J (29-30) N N 
A30_JN798557.1 J (16-15) J J J N N N N N N 
A31_FJ445126.1 J (29-14) J J J J J N J (16-33) N N 
A32_FJ445127.1 N J J J N N N N N N 
A33_FJ445128.1 J (29-14) J J J N N N J (16-33) N N 
A33_JN815250.1 ? ? J J N N N N N N 
A33_JN990707.1 J (16-15) J J J N N N N N N 
A34_DQ473501.1 N J J J J J N N N N 
A34_FJ445189.1 N J J J J J N N N N 
A34_JF781510.1 N J J J J J N N N N 
A34_JF781512.1 N J J J J J N N N N 
A34_JN562720.1 N J J J J J N N N N 
A36_DQ473505.1 N J J J N N N N N N 
A36_JF781497.1 J (29-14) J J J N N N N N N 
A36_JN614994.1 N J J J N N N N N N 
A36_JN621243.1 N J J J N N N N N N 
A36_JN798583.1 N J J J N N N N N N 




A36_JN815241.1 N J J J N N N N N N 
A36_JN815242.1 N J J J N N N N N N 
A36_JN815246.1 N J J J N N N N N N 
A36_JN837697.1 N J J J N N N N N N 
A36_JX074050.1 N J J J N N N N N N 
A38_DQ473495.1 N J J J J J N N N N 
A38_FJ445180.1 N J J J J J N N N N 
A38_JQ994496.1 N J J J J J N N N N 
A39_AY751783.1 N J J J N N N N N N 
A40_FJ445129.1 J (29-14) J J J J J N N N N 
A40_JN798579.1 J (29-14) J J J J J N N N N 
A40_JQ245967.1 J (29-14) J J J J J N N N N 
A40_JX074051.1 J (29-14) J J J J J N N N N 
A41_DQ473491.1 N N J J J J N J (29-30) N N 
A43_FJ445131.1 N N J J N N N N N N 
A43_JN815237.1 N N J J N N N N N N 
A45_FJ445132.1 N N J J N N N N N N 






















































































































A47_FJ445133.1 J (29-14) J J J J J N N N N 
A47_GQ223229.1 J (29-14) J J J J J N N N N 
A47_JN837692.1 J (29-14) J J J J J N N N N 
A49_DQ473496.1 J (16-15) N J J J J N N N N 
A49_FJ445134.1 J (16-15) N J J J J N N N N 
A49_JN621241.1 J (16-15) N J J J J N N N N 
A49_JN798561.1 J (16-15) N J J J J N N N N 
A49_JN798589.1 J (16-15) N J J J J N N N N 
A50_FJ445135.1 N J J J N N N N N N 
A51_FJ445136.1 J (16-15) N J J N N N N N N 
A51_JN562725.1 N N J J N N N N N N 
A53_DQ473507.1 N J J J N N N N N N 
A53_JN798587.1 N J J J N N N N N N 
A54_FJ445138.1 J (29-14) J J J J J N N N N 
A54_FJ445139.1 N J J J J J N N N N 
A54_FJ445173.1 J (29-14) J J J J J N N N N 
A55_DQ473511.1 J (16-15) J J J J J J (16-32) N N N 
A55_JQ837718.1 J (16-15) J J J J J N N N N 
A56_FJ445140.1 N J J J J J J (16-32) N N N 
A56_EU840727.1 J (29-14) J J J J J J (16-32) N N N 
A57_FJ445141.1 J (29-14) J J J J J N N J N 
A58_FJ445142.1 N J J J N N N N N N 
A58_JX025558.1 N J J J N N N N N N 
A59_DQ473500.1 N N N N N N N N N N 
A59_JN541266.1 J (29-14) N N N N N N N N N 
A60_FJ445143.1 J (16-15) J J J N N N N N N 
A60_JN798590.1 N J N N N N N N N N 
A61_FJ445144.1 N N J J J J N N N N 
A61_JN798560.1 N N J J J J N N N N 
A62_FJ445145.1 J (29-14) J J J J J N N N N 
A63_FJ445146.1 N N N N N N N N N N 
A64_EF173417.1 J (16-15) N J J J J N N N N 












N J J N N N N N N 
A66_FJ445148.1 J (29-14) J J J J J N N N N 






















































































































A66_JN621246.1 N J J J J J N N N N 




J J J N N N N N N 
A67_JN621245.1 J (29-14) J J J N N N N N N 
A68_FJ445150.1 J (29-14) J J J N N N J (29-30) N N 




N J J N N N N N N 
A73_DQ473492.1 N N J J J J N J (16-33) N N 
A74_DQ473494.1 J (16-15) J J J J J N N N N 
A75_DQ473510.1 N N J J N N J (29-29) N N N 
A75_JF781503.1 N N J J N N J (29-29) N N N 
A75_JN837690.1 N N J J N N J (29-29) N N N 
A76_DQ473502.1 J (29-14) J J J N N N N N N 
A76_FJ445182.1 J (29-14) J J J N N N N N N 
A76_JN815238.1 J (29-14) J ? ? ? ? N N N N 
A76_JX074049.1 N J J J N N N N N N 
A76_JX074055.1 N J J J N N N N N N 
A77_FJ445154.1 J (29-14) J J J J J N N N N 
A78_EF173418.1 N N J J N N N N N N 
A78_FJ445183.1 N N J J N N N N N N 
A80_FJ445156.1 J (29-14) J J J N N N N N N 
A80_JN798586.1 N J J J N N N N N N 
A80_JN798576.1 N J J J N N N N N N 
A80_JN990705.1 N J J J N N N N N N 
A81_FJ445157.1 J (16-15) J J J J J J (16-32) N N N 
A81_FJ445158.1 J (16-15) J J J J J N N N N 
A81_FJ445159.1 J (16-15) J J J J J N N N N 
A81_HQ123442.1 ? ? ? ? ? ? N N N N 
A82_DQ473509.1 N N J J N N J (16-32) N N N 
A82_FJ445160.1 N N J J N N N N N N 
A82_JN798556.1 N N J J N N N N N N 
A82_JN798585.1 N N J J N N N N N N 
A82_JQ837722.1 N N J J N N N N N N 
A88_DQ473504.1 J (29-14) J J J N N N N N N 
A89_M16248.1 J (29-14) J J J N N N N N N 
A89_FJ445165.1 N J J J N N N N N N 
A89_FJ445166.1 J (29-14) J J J N N N N N N 






















































































































A89_JQ837716.1 J (29-14) J J J N N N N N N 
A89_JQ837719.1 J (29-14) J J J N N N N N N 
A90_FJ445167.1 N J J J N N N N N N 
A94_EF173419.1 J (16-15) N J J N N N N N N 
A94_FJ445185.1 J (16-15) N J J N N N N N N 
A96_FJ445171.1 N N J J J J N N N N 
A100_FJ445175.1 J (29-14) J J J J J N N N N 
A101_GQ415051.
1 
N N J J N N N N N N 
A101_GQ415052.
1 
N N J J N N N N N N 
A101_JQ245965.
1 





N J J N N N N N N 
A103_JF965515.1 J (16-15) N J J N N N N N N 
A103_JQ747749.
1 
N N J J N N N N N N 
A103_JQ994499.
1 
J (16-15) N J J N N N N N N 
A104_JN562727.
1 
J (29-14) J J J N N J (16-32) N N N 
A104_JX074047.
1 
J (29-14) J J ? ? ? ? ? ? N 
A104_JX193797.
1 
J (29-14) J J J N N J (16-32) N ? ? 
A105_JN614995.
1 
N J J J J J N N N N 
A105_JN990699.
1 
J (29-14) J J J J J N N N N 
A106_JQ245971.
1 
N N J J N N N N N N 
A106_JX025555.
1 
N N J J N N N N N N 
                 
B3_DQ473485.1 N N J J N N N N N N 
B3_EF173422.1 N N J J N N N N N N 
B4_DQ473490.1 N N J J N N N N N N 
B4_JN798573.1 N N J J N N N N N N 
B5_FJ445112.1 N N J J N N N N N N 
B6_DQ473486.1 N N J J N N N N N N 
B6_JN562723.1 N N J J N N N N N N 
B6_JQ747745.1 N N J J N N N N N N 
B6_JQ747748.1 N N J J N N N N N N 
B6_JX193795.1 N N J J N N N N N N 
B14_L05355.1 N N J J N N N N N N 
B14_K02121.1 N N J J N N N N N N 






















































































































B17_EF173420.1 N N J J N N N N N N 
B26_FJ445124.1 N N J J N N N N N N 
B27_EF173421.1 N N J J N N N N N N 
B27_FJ445186.1 N N J J N N N N N N 
B35_DQ473487.1 N N J J N N N N N N 
B35_FJ445187.1 N N J J N N N N N N 
B37_EF173423.1 N N J J N N N N N N 
B42_FJ445130.1 N N J J N N N N N N 
B42_JN562724.1 N N J J N N N N N N 
B42_JF781498.1 N N J J N N N N N N 
B42_JF781507.1 N N J J N N N N N N 
B48_DQ473488.1 N N J J N N N N N N 
B48_JN990698.1 N N J J N N N N N N 
B52_EF173424.1 N N J J N N N N N N 
B52_FJ445188.1 N N J J N N N N N N 
B69_FJ445151.1 N N J J N N N N N N 
B69_HQ123445.1 ? ? ? ? ? ? N N N N 
B69_JN562721.1 N N J J N N N N N N 
B69_JQ245970.1 N N J J N N N N N N 
B70_DQ473489.1 N N J J N N N N N N 
B70_JQ245974.1 N N J J N N N N N N 
B72_FJ445153.1 N N J J N N N N N N 
B72_GU968948.1 ? ? ? ? ? ? N N N N 
B72_JN562726.1 N N J J N N N N N N 
B72_JN614997.1 N N J J N N N N N N 
B72_JN798562.2 N N J J N N N N N N 
B72_JQ245969.1 N N J J N N N N N N 
B79_FJ445155.1 N N J J N N N N N N 
B83_FJ445161.1 N N J J N N N N N N 
B83_JN990701.1 N N J J N N N N N N 
B84_FJ445162.1 N N J J N N N N N N 
B84_JF781499.1 N N J J N N N N N N 
B84_JF781502.1 N N J J N N N N N N 
B84_JN541271.1 N N J J N N N N N N 
B84_JN614991.1 N N J J N N N N N N 
B84_JQ837723.1 N N J J N N N N N N 
B84_JX074048.1 N N J J N N N N N N 
B86_FJ445164.1 N N J J N N N N N N 






















































































































B92_FJ445169.1 N N J J N N N N N N 
B93_EF173425.1 N N J J N N N N N N 
B97_FJ445172.1 N N J J N N N N N N 
B99_FJ445174.1 N N J J N N N N N N 
B100_HQ123444.
1 
? ? ? ? ? ? N N N N 
B101_JF781500.1 N N J J N N N N N N 
B101_JF781501.1 N N J J N N N N N N 
B101_JX074052.
1 
N N J J N N N N N N 
B102_JX074053.
1 
N N J J N N N N N N 
B103_JN614996.
1 
N N J J N N N N N N 
B103_JN798572.
1 
N N J J N N N N N N 
B103_JQ245972.
1 
N N J J N N N N N N 
B103_JQ837717.
1 
N N J J N N N N N N 
B103_JQ994497.
1 
N N J J N N N N N N 
B104_FJ445137.1 N N J J N N N N N N 
B104_JF781506.1 N N J J N N N N N N 
                 
C1_EF077279.1 J (16-15) N J J N N J (16-32) N N N 
C1_HQ123443.2 ? ? ? ? ? ? J (16-32) N N N 
C2_EF077280.1 J (16-15) N J J N N N N N N 
C2_JN815248.1 ? N J J N N N N N N 
C2_JN837695.1 J (16-15) N J J N N N N N N 
C2_JN990703.1 N N J J N N N N N N 
C2_JQ245968.1 N N J J N N N N N N 
C2_JX025557.1 ? N J J N N N N N N 
C3_EF186077.2 J (16-15) J J J N N J (16-32) N N N 
C3_JN798567.1 J (16-15) J J J N N J (16-32) N N N 
C3_JN990700.1 ? J J J N N J (16-32) N N N 
C4_EF582385.1 N N J J N N N N N N 




N J J N N N N N N 




N J J N N N N N N 
C6_JN990702.1 J (16-15) N J J N N N N N N 
C7_DQ875932.2 N N J J N N N N N N 






















































































































C7_JN798570.1 N N J J N N N N N N 
C7_JN837689.1 N N J J N N N N N N 
C7_JX025556.1 ? ? J J N N N N N N 
C8_GQ223227.1 J (16-15) N J J N N N N N N 
C8_JQ245964.1 N N J J N N N N N N 
C8_JQ245973.1 N N J J N N N N N N 
C9_GQ223228.1 N J J J N N N N N N 
C10_GQ323774.1 J (16-15) N J J N N N N N N 
C11_EU840952.2 N N J J N N N N N N 




N J J N N N N N N 
C15_JF317014.1 N N J J N N N N N N 
C15_JN837688.1 N N J J N N N N N N 
C17_JN815240.1 N N J J N N N N N N 




N J J N N N N N N 
C25_HQ123440.1 ? ? ? ? ? ? N N N N 
C25_JF317013.1 N N J J N N N N N N 
C25_JN837685.1 N N J J N N N N N N 
C26_JX193796.1 N N J J N N N N N N 
C28_JN798569.1 N N J J N N N N N N 
C32_JN798581.1 N N J J N N N N N N 
C32_JQ994498.1 N N J J N N N N N N 
C34_JF436926.1 ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? 
C35_JF436925.1 N N J J N N N N N N 
C36_JN541267.1 N N J J N N N N N N 
C38_JN837691.1 ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? 
C39_JN205461.1 N N J J N N N N N N 
C40_JF781505.1 N N J J N N N N N N 
C40_JN815251.1 J (16-15) N J J N N N N N N 
C41_JN798565.1 N N J J N N N N N N 
C42_JQ994500.1 N N J J N N N N N N 
C43_JN837687.1 J (16-15) N J J N N N N N N 
C43_JX074056.1 J (16-15) N J J N N N N N N 
C45_JN837686.1 N N N N N N N N N N 
C49_JF907574.1 ? N J J N N N N N N 


























































































































Die Tabelle enthält alle Virustypisolate sowie alle DNAzyme, die in der Screening-Un-
tersuchung katalytische Aktivität gezeigt haben. „N“ markiert alle Virustypisolate, deren Genom 
die DNAzym-Zielsequenz nicht enthält. „J“ markiert alle Virustypisolate, deren Genom die 
DNAzym-Zielsequenz enthält. Bei Schnittstellen mit mehreren DNAzymen ist in Klammern 
zusätzlich angegeben, welches der DNAzyme eine Zielsequenz auf dem entsprechenden 
Virusgenom besitzt (Bsp.: Du1B-12 besitzt eine Zielsequenz auf HRV-A1_D00239.1). „?“ 
markiert alle Virustypisolate, deren Genomsequenz im Bereich der DNAzym-Zielsequenz nicht 
ausreichend sequenziert ist. 
 
Tab. 23 Auflistung der Virustypisolate mit Zielsequenzen für die aktiven DNAzyme in der CRE 
Region (aus der Screening-Untersuchung)  
Schnittstelle DNAzym Virustypisolate (HRV-) mit DNAzym-Zielsequenz  
1 Dc1B-01 A1_D00239.1 
2 Dc29-01 A29_FJ445125.1 
3 Dc29-02 A29_FJ445125.1 
4 
Dc1B-06 
A1_JN815255.1; A8_FJ445113.1; A8_FJ445170.1; A66_JN112340.1; 
A66_JN621246.1; A66_JQ837715.1 
Dc29-03 A29_FJ445125.1 
5 Dc16-09 A16_L24917.1; A16_JN798564.1; A16_JN990704.1; A16_JX074057.1 
6 Dc16-10 A16_L24917.1; A16_JN798564.1; A16_JN990704.1; A16_JX074057.1 
7 Dc29-04 A29_FJ445125.1 
8 
Dc16-12 A16_L24917.1; A16_JN990704.1; A16_JX074057.1 
Dc29-05 A29_FJ445125.1 
9 Dc16-13 A16_L24917.1 
10 Dc1B-12 A1_D00239.1 
11 Dc1B-13 A1_D00239.1 
12 Dc29-08 A29_FJ445125.1 
13 Dc29-09 A29_FJ445125.1 
14 Dc1B-15 A1_D00239.1 
15 Dc29-13 A29_FJ445125.1 
16 Dc29-19 
A29_FJ445125.1; A33_FJ445128.1; A33_JN815250.1; 
A33_JN990707.1; A38_DQ473495.1; A38_FJ445180.1; 
A38_JQ994496.1 
17 Dc16-26 A16_L24917.1 
18 Dc16-27 A16_L24917.1 
19 Dc16-31 




A1_D00239.1; A1_FJ445111.1; A19_JQ747746.1; A19_JQ747750.1; 
A57_FJ445141.1 
Dc16-32 
A16_L24917.1; A24_JN798563.1; A29_DQ473499.1; 
A34_JN562720.1; A47_FJ445133.1; A50_FJ445135.1; 
A54_FJ445139.1; A55_DQ473511.1; A77_FJ445154.1 
Dc29-28 
A29_FJ445125.1; A34_DQ473501.1; A34_FJ445189.1; 
A40_FJ445129.1; A40_JN798579.1; A40_JQ245967.1; 




Schnittstelle DNAzym Virustypisolate (HRV-) mit DNAzym-Zielsequenz  
21 
Dc1B-32 
A1_D00239.1; A1_FJ445111.1; A1_JN815255.1; A9_FJ445177.1; 
A19_FJ445119.1; A19_JQ747746.1; A19_JQ747750.1; 
A33_FJ445128.1; A33_JN815250.1; A33_JN990707.1; 
A38_JQ994496.1; A39_AY751783.1; A57_FJ445141.1; 
A60_FJ445143.1; A75_JF781503.1; A75_JN837690.1; A96_FJ445171.1 
Dc16/29-
01 
A15_JN541268.1; A16_L24917.1; A16_JN562722.1; A16_JN614992.1; 
A16_JN798564.1; A16_JN798574.1; A16_JN815253.1; 
A16_JN990704.1; A16_JX074057.1; A18_FJ445118.1; 
A18_JF781496.1; A18_JF781508.1; A20_JN541270.1; 
A23_JN621244.1; A23_JN815254.1; A23_JN837696.1; 
A24_EF173416.1; A24_FJ445190.1; A24_JN798563.1; 
A28_DQ473508.1; A28_JN798580.1; A28_JQ747751.1; 
A29_FJ445125.1; A34_DQ473501.1; A34_FJ445189.1; 
A34_JN562720.1; A36_DQ473505.1; A36_JF781497.1; 
A40_FJ445129.1; A40_JN798579.1; A40_JQ245967.1; 
A40_JX074051.1; A43_FJ445131.1; A43_JN815237.1; 
A49_DQ473496.1; A49_FJ445134.1; A49_JN621241.1; 
A49_JN798561.1; A49_JN798589.1; A50_FJ445135.1; 
A51_JN562725.1; A61_FJ445144.1; A68_FJ445150.1; 
A68_JN798578.1; A71_FJ445152.1; A77_FJ445154.1; 
A80_FJ445156.1; A103_JQ994499.1; A104_JN562727.1; 
A104_JX074047.1; A104_JX193797.1; C15_JN837688.1 
22 
Dc1B-33 A1_D00239.1; A1_JN815255.1; C9_GQ223228.1 
Dc16-34 
A16_L24917.1; A16_JN562722.1; A16_JN614992.1; A16_JN798564.1; 
A16_JN798574.1; A16_JN815253.1; A16_JN990704.1; 
A16_JX074057.1; A34_JN562720.1; A49_DQ473496.1; 
A49_FJ445134.1; A49_JN621241.1; A49_JN798561.1; 
A49_JN798589.1; A68_FJ445150.1; A68_JN798578.1; 
A81_FJ445157.1; A81_FJ445158.1; A81_FJ445159.1; 
A81_HQ123442.1; C8_JQ245964.1; C8_JQ245973.1 
Dc29-30 A28_JN798580.1; A29_FJ445125.1; A45_FJ445132.1; A66_FJ445148.1 
23 Dc1B-34 
A1_D00239.1; A1_JN815255.1; A16_JN798564.1; A16_JN990704.1; 
A34_JN562720.1; A61_JN798560.1; A68_FJ445150.1; 
A68_JN798578.1; C9_GQ223228.1 
24 Dc1B-37 A1_D00239.1 
25 
Dc1B-38 A1_D00239.1 
Dc16-38 A16_L24917.1; A82_DQ473509.1; A82_FJ445160.1 
26 
Dc1B-39 A1_D00239.1; A1_JN815255.1 
Dc16-39 A16_L24917.1 





12.1.2 Spaltungsprüfungen von quantitativen Analysen 
12.1.2.1 Quantitative Testung der Längenvarianten an Schnittstelle 3 
 
Abb. 53 Testung 1 von Längenvarianten der linken Bindungsdomäne von Dua-01 an Schnittstelle 
3; 150 ng Virus-RNA, 125 ng GATA3-RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-
Agarosegel; *: ohne Inkubation, I.K.: Interne Kontrolle, S.: Substrat, P.: Produkte 
 
Abb. 54 Testung 2 von Längenvarianten der linken Bindungsdomäne von Dua-01 an Schnittstelle 
3; 150 ng Virus-RNA, 125 ng GATA3-RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-





Abb. 55 Testung 3 von Längenvarianten der linken Bindungsdomäne von Dua-01 an Schnittstelle 
3; 150 ng Virus-RNA, 125 ng GATA3-RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-
Agarosegel; *: ohne Inkubation, I.K.: Interne Kontrolle, S.: Substrat, P.: Produkte 
  
Abb. 56 Testung 1 von Längenvarianten der rechten Bindungsdomäne von Dua-01 an Schnittstelle 
3; 150 ng Virus-RNA, 125 ng GATA3-RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-





Abb. 57 Testung 2 von Längenvarianten der rechten Bindungsdomäne von Dua-01 an Schnittstelle 
3; 150 ng Virus-RNA, 125 ng GATA3-RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-
Agarosegel; *: ohne Inkubation, I.K.: Interne Kontrolle, S.: Substrat, P.: Produkte 
  
Abb. 58 Testung 3 von Längenvarianten der rechten Bindungsdomäne von Dua-01 an Schnittstelle 
3; 150 ng Virus-RNA, 125 ng GATA3-RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-




12.1.2.2 Quantitative Testung der Längenvarianten an Schnittstelle 4 
  
Abb. 59 Testung 1 von Längenvarianten der linken Bindungsdomäne von Dua-02 an Schnittstelle 
4; 150 ng Virus-RNA, 125 ng GATA3-RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-
Agarosegel; *: ohne Inkubation, I.K.: Interne Kontrolle, S.: Substrat, P.: Produkte 
 
  
Abb. 60 Testung 2 von Längenvarianten der linken Bindungsdomäne von Dua-02 an Schnittstelle 
4; 150 ng Virus-RNA, 125 ng GATA3-RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-





Abb. 61 Testung 3 von Längenvarianten der linken Bindungsdomäne von Dua-02 an Schnittstelle 
4; 150 ng Virus-RNA, 125 ng GATA3-RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-
Agarosegel; *: ohne Inkubation, I.K.: Interne Kontrolle, S.: Substrat, P.: Produkte 
  
Abb. 62 Testung 1 von Längenvarianten der rechten Bindungsdomäne von Dua-02 an Schnittstelle 
4; 150 ng Virus-RNA, 125 ng GATA3-RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-





Abb. 63 Testung 2 von Längenvarianten der rechten Bindungsdomäne von Dua-02 an Schnittstelle 
4; 150 ng Virus-RNA, 125 ng GATA3-RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-
Agarosegel; *: ohne Inkubation, I.K.: Interne Kontrolle, S.: Substrat, P.: Produkte 
  
Abb. 64 Testung 3 von Längenvarianten der rechten Bindungsdomäne von Dua-02 an Schnittstelle 
4; 150 ng Virus-RNA, 125 ng GATA3-RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-




12.1.2.3 Quantitative Testung der Längenvarianten an Schnittstelle 5 
 
Abb. 65 Testung 1 von Längenvarianten der linken Bindungsdomäne von Dua-03 an Schnittstelle 
5; 150 ng Virus-RNA, 125 ng GATA3-RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-
Agarosegel; *: ohne Inkubation, I.K.: Interne Kontrolle, S.: Substrat, P.: Produkte 
 
Abb. 66 Testung 2 von Längenvarianten der linken Bindungsdomäne von Dua-03 an Schnittstelle 
5; 150 ng Virus-RNA, 125 ng GATA3-RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-





Abb. 67 Testung 3 von Längenvarianten der linken Bindungsdomäne von Dua-03 an Schnittstelle 
5; 150 ng Virus-RNA, 125 ng GATA3-RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-
Agarosegel; *: ohne Inkubation, I.K.: Interne Kontrolle, S.: Substrat, P.: Produkte 
  
Abb. 68 Testung 1 von Längenvarianten der rechten Bindungsdomäne von Dua-03 an Schnittstelle 
5; 150 ng Virus-RNA, 125 ng GATA3-RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-





Abb. 69 Testung 2 von Längenvarianten der rechten Bindungsdomäne von Dua-03 an Schnittstelle 
5; 150 ng Virus-RNA, 125 ng GATA3-RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-
Agarosegel; *: ohne Inkubation, I.K.: Interne Kontrolle, S.: Substrat, P.: Produkte 
 
  
Abb. 70 Testung 3 von Längenvarianten der rechten Bindungsdomäne von Dua-03 an Schnittstelle 
5; 150 ng Virus-RNA, 125 ng GATA3-RNA und 20 pmol DNAzym pro Probe auf 2,5% TAE-




12.1.2.4 Abhängigkeit von der Inkubationszeit 
  
Abb. 71 Testung 1 der Spaltungsaktivität von Dua-02-L10R11 in Abhängigkeit von der In-
kubationszeit; 150 ng Virus-RNA, 125 ng GATA3-RNA und 7,5 pmol DNAzym pro Probe 
auf 2,5% TAE-Agarosegel; I.K.: Interne Kontrolle, S.: Substrat, P.: Produkte 
  
Abb. 72 Testung 2 der Spaltungsaktivität von Dua-02-L10R11 in Abhängigkeit von der In-
kubationszeit; 150 ng Virus-RNA, 125 ng GATA3-RNA und 7,5 pmol DNAzym pro Probe 





Abb. 73 Testung 3 der Spaltungsaktivität von Dua-02-L10R11 in Abhängigkeit von der In-
kubationszeit; 150 ng Virus-RNA, 125 ng GATA3-RNA und 7,5 pmol DNAzym pro Probe 
auf 2,5% TAE-Agarosegel; I.K.: Interne Kontrolle, S.: Substrat, P.: Produkte 
12.1.3 Aussagekraft der quantitativen Ergebnisse 
In der quantitativen Testung von Längenvarianten der Bindungsdomänen fällt auf, dass 
einige Proben zu Messergebnissen von über 100 Prozent verbliebener Substratmenge 
führten. Die Präparation der Negativ-Kontrolle zur Ermittlung des Referenzwerts von 
100 Prozent Substratmenge erfolgte unter Zugabe eines hochwirksamen DNAzyms 
unter permanenter Eiskühlung und ohne Durchführung des Inkubationsschrittes. Dabei 
wurde sich bewusst für eine Zugabe von DNAzym entschieden, um ein 
unterschiedliches Trenn- und Detektionsverhalten zwischen den Proben und der 
Negativ-Kontrolle durch mögliche nicht-enzymatische Interaktionen von Substrat und 
DNAzym auszuschließen. Möglicherweise erfolgte in dieser kurzen Zeit der 
Präparation bereits eine geringfügige Spaltung des Substrats, während Proben mit 
unwirksamen DNAzymen auch bei Inkubation keinen Substratabbau erfuhren. Eine 
objektive Beurteilung des unterschiedlichen Ausmaßes und der Größenordnung der 
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